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Resumen

Evaluacion del efecto de condiciones de cultivo sobre la produccion de Penicillium
sp. HC1 usado en la degradacion de residuos vegetales de cultivos de flores en

Guasca - Cundinamarca

En las dltimas décadas, Colombia se ha posicionado como un referente a nivel mundial en
la industria floricultora. Sin embargo, este prdspero sector enfrenta retos ambientales,
siendo la generacién de residuos una preocupacién constante. En contexto, la produccion
de desechos de clavel en el pais es de 1500 kg/mes por hectarea, de los cuales en
promedio el 10% es utilizado en compostaje y el 90% restante es dado por lo general como
alimento para animales, lo cual ha sido cuestionable por magnificar los plaguicidas en la
cadena trofica. Es asi, como la busqueda de soluciones sostenibles y eficientes para la
degradaciéon de residuos vegetales se ha convertido en una prioridad de este sector
agricola. Una alternativa que se ha venido estudiando es el uso directo de
microorganismos con capacidad lignocelulolitica. Biocultivos S.A. y el Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia — IBUN desarrollaron un indculo a
partir de Penicillium sp. HC1 para acelerar la degradacién de material lignoceluldsico. Este
bioinsumo presenta desafios alineados a la produccion y calidad de sus conidios en
fermentacion sumergida y, por tanto, el presente trabajo evalué diferentes condiciones de

cultivo sobre la produccién de Penicillium sp. HC1, asi como su uso en la degradacién de
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residuos de material vegetal de cultivos de residuos de clavel en basqueda de la mejora

del producto.

Esta investigacion no mostré cambios significativos en el producto final utilizando CaCls.
Por otra parte, se profundizé en la influencia que tienen diversos aditivos complejos como
casaminoacidos, aminoacidos ramificados, otros suplementos y vitaminas al ser
agregados al medio de cultivo liquido en la produccién de Penicillium sp. HCL,
encontrdndose resultados positivos. Concentraciones de 13 g/L de casamino&cidos
mejoran la produccion de biomasa y conidios 6% y 11% respectivamente con relacion al
control (medio base). Del mismo modo, los llamados aminoacidos de prueba (AP) en esta
investigacion, resultaron ser un reemplazo efectivo y mas econémico a los
casaminoacidos, obteniendo ademas mejoria en la viabilidad y productividad de los
conidios de Penicillium sp. HC1. Sin embargo, la tolerancia térmica no mostraba progreso.
Esto se soluciono al adicionar vitaminas obteniendo un incremento del 64% de la tolerancia
térmica con respecto al valor obtenido con el producto inicial. Adicionalmente, se explor6
el efecto que tienen tres flujos aire en el proceso de fermentacion sumergida en tanque
agitado, logrando una mejoria significativa en el producto a 2,5 vwvm. En resumen, la
biomasa mejord un 27%, los conidios 16%, la viabilidad 76% Yy la tolerancia térmica 54%

en el producto del biorreactor.

Por ultimo, se validé el uso de Penicillium sp. HC1 proveniente del medio de cultivo MBAP
VIT producido a 2,5 vvm, satisfaciendo asi una necesidad agricola en la industria
floricultora, que busca constantemente alternativas para el manejo de sus residuos
vegetales. Esta investigacién demostr6 la mejora en la aceleracion de la degradacion de
los residuos de clavel utilizando Penicillium sp. HC1, consiguiendo resultados favorables

en co-cultivos con Pleurotus ostreatus T1.1.

Palabras clave: Penicillium sp., calcio, casaminoacidos, aireacion, degradacion, flores.
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Abstract

Evaluation of the effect of growing conditions on the production of Penicillium sp.
HC1 used in the degradation of plant residues from flower crops in Guasca -

Cundinamarca

In recent decades, Colombia has positioned itself as a world leader in the flower industry.
However, this thriving sector faces environmental challenges, with waste generation being
a constant concern. In context, carnation waste production in the country is 1500 kg/month
per hectare, of which an average of 10% is used in composting and the remaining 90% is
usually given as animal feed, which has been questioned for magnifying pesticides in the
food chain. Thus, the search for sustainable and efficient solutions for the degradation of
plant residues has become a priority in this agricultural sector. One alternative that has
been studied is the direct use of microorganisms with lignocellulolytic capacity. Biocultivos
S.A. and the Institute of Biotechnology of the National University of Colombia - IBUN
developed an inoculum from Penicillium sp. HC1 to accelerate the degradation of
lignocellulosic material. This bioinput presents challenges aligned to the production and
quality of its conidia in submerged fermentation and, therefore, the present work evaluated
different culture conditions on the production of Penicillium sp. HC1, as well as its use in
the degradation of plant material residues from carnation residue crops in search of product

improvement.
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This research did not show significant changes in the final product using CaCl,. On the
other hand, the influence of various complex additives such as casamino acids, branched
amino acids, other supplements and vitamins when added to the liquid culture medium on
the production of Penicillium sp. HC1 was studied, and positive results were found.
Concentrations of 13 g/L of casamino acids improve the production of biomass and conidia
6% and 11%, respectively, with respect to the control (base medium). Similarly, the so-
called test amino acids (PA) in this research proved to be an effective and more economical
replacement for casamino acids, also improving the viability and productivity of Penicillium
sp. HC1 conidia. However, thermal tolerance did not show progress. This was solved by
adding vitamins, obtaining a 64% increase in thermal tolerance with respect to the initial
product. Additionally, the effect of three air flows in the submerged fermentation process in
a stirred tank was explored, achieving a significant improvement in the product at 2.5 vvm.
In summary, biomass improved 27%, conidia 16%, viability 76% and thermal tolerance
54% in the bioreactor product.

Finally, the use of Penicillium sp. HC1 from the MBAP VIT culture medium produced at 2.5
vvm was validated, thus satisfying an agricultural need in the floriculture industry, which is
constantly looking for alternatives for the management of its plant residues. This research
demonstrated the improvement in the acceleration of carnation waste degradation using
Penicillium sp. HC1, achieving favorable results in co-cultures with Pleurotus ostreatus
T1.1.

Keywords: Penicillium sp., calcium, casamino acids, aeration, degradation, flowers.
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Introduccioén

La floricultura es una de las actividades agroindustriales mas desarrolladas en Colombia.
Desde sus inicios, la industria floricultora ha sido concebida como una actividad orientada
hacia la exportacién (Bonilla Rojas, 2021). A partir de los afios sesenta, se desarrollé
mediante un enfoque de agricultura intensiva, lo que le ha permitido crecer rapidamente y
convertirse en una atractiva oportunidad de inversién en el pais. En contexto, Colombia
produce mas de 1.600 variedades de flores (Ceniflores, 2023) y cuenta con méas de 7.700
hectareas sembradas (registradas en 2020) de las cuales se encuentran distribuidas
principalmente en Cundinamarca el 66% de la produccion total nacional (Bonilla Rojas,
2021; Minagricultura, 2020). Esta industria exporta el 95% y es un importante generador
de empleo, ya que destaca por ser la actividad agricola con mayor demanda de mano de
obra por hectarea (Minagricultura, 2020). Gracias a esta trayectoria, la industria floricultora
colombiana ha logrado una posicion privilegiada a nivel internacional, posicionandose
como el mayor exportador de clavel, el segundo con més exportaciones de flores frescas
cortadas con una participacion del 16% en el mercado mundial después de Holanda que
tiene un 45%, y el primer proveedor de flores importadas en los Estados Unidos (Santos
Rios, 2021). Sin embargo, para mantenerse a la vanguardia y seguir contribuyendo de
manera significativa a la economia nacional, es esencial fortalecer un pensamiento integral
gue tome en cuenta la conciencia de los trabajadores, la comunidad y el ambiente en todas
las etapas de la produccion. Esto implica fomentar la innovacion y el uso de tecnologias e

insumos que sean sostenibles y respetuosos con el entorno (Villarreal Usaquén, 2022).

La generacion de residuos agroindustriales en las diferentes etapas de los procesos
productivos es actualmente una problematica a nivel mundial, debido a que en la mayoria
de los casos no son procesados o dispuestos adecuadamente, situacion que contribuye a
la contaminacion ambiental y a la ineficiencia de los procesos (Vargas Corredor & Pérez
Pérez, 2018). Cerca del 93% de los residuos solidos convencionales generados por la
floricultura corresponden a desechos vegetales que provienen de las etapas de corte, post

cosecha y arranque de plantas (Cadena Forero, 2022; Montero et al., 2019). Estos
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residuos son de naturaleza lignocelulésica, es decir, estdn compuestos por polimeros
estructurales: celulosa, lignina y hemicelulosas, los cuales son complejos y costosos de
separar y procesar para su aprovechamiento (Nugrahini et al., 2022). A nivel nacional, la
floricultura genera alrededor de 130 mil toneladas de residuos vegetales al afio
(Minagricultura, 2020). Estos residuos podrian ser empleados para la generacion de
energia, la produccién de biocombustibles y otros compuestos quimicos como el papel
(Alfonso Moreno et al.,, 2016; Yepes Maya & Chejne Janna, 2012). Sin embargo, las
practicas que se realizan para emplearlos de esa forma salen excesivamente costosas
para los agricultores en términos econdmicos de tratamiento y transporte, y no suelen ser
la especialidad ni el interés del sector (DANE & DIRPEN, 2011; Florverde, 2022). Hasta la
actualidad se sigue recurriendo al compostaje tradicional, a darlo como alimento para
animales y a las quemas a cielo abierto (Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2020;
Villarreal Usaquén, 2022). Estas acciones tienen implicaciones ambientales por su lenta
degradacién, generando lixiviados que contaminan suelos y aguas, introduccion de
plaguicidas en las cadenas tréficas al darlo como alimento para animales y emisiones al
aire por las quemas (Barriga, 2007; Ceniflores, 2023; Yepes Maya & Chejne Janna, 2012).

El desarrollo de bioinoculantes que usan organismos fungicos como principio activo han
sido evaluados como alternativas biol6gicas en el manejo de los residuos de postcosecha
y se ha venido desarrollando como una tecnologia limpia que disminuye los tiempos de
degradacién para que correspondan con los tiempos del cultivo, y a la vez, incrementan
los rendimientos agricolas y forestales (de Carvalho, 2016). La empresa Biocultivos S.A
en convenio con el Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia, han
desarrollado varios bioinoculantes, uno de ellos promueve la aceleracion de la degradacién
de residuos vegetales in situ; la base de este insumo es el hongo denominado Penicillium
sp. HC1 que ha demostrado tener una muy buena actividad celulolitica y xilanalitica,
ademas de ser un microorganismo GRAS (Generally Recognised As Safe) (Gutiérrez et al.,
2012; Pedraza-Zapata et al., 2017). La produccion industrial de Penicilium sp HC1 ha
venido enfrentando retos por la dificultad de producir conidios en fermentacion sumergida
(Macias Camacho, 2017). La importancia de los conidios o esporas es que son estructuras
de resistencia que mejoran la calidad del insumo con el aumento de su viabilidad y
tolerancia a condiciones ambientales (Duran Sequeda, 2017; Gutiérrez Rojas, 2017). Por
otro lado, la produccién a gran escala también debe garantizar la viabilidad del

microorganismo y la conservacion de las caracteristicas de interés como la secreciéon de
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enzimas celuloliticas tal como se espera para Penicillium sp. HC1 (Gutiérrez Rojas, 2017).
En este caso, debido a que es posible que el bioinoculante se almacene sin cadena de frio
0 a las condiciones de uso en los cultivos, los conidios presentes en el bioinoculante deben
tolerar condiciones ambientales diferentes a las condiciones Optimas de crecimiento.
Luego, estudiar las condiciones de produccion que conlleven a la obtencién de conidios y
su tolerancia a condiciones de estrés es prioritario para la mejora del bioinsumo (Gutiérrez
Rojas, 2017; Paixao et al., 2019; Swain et al., 2023).

Con el objetivo de generar conocimiento en torno al perfeccionamiento de los procesos
productivos de bioinsumos que promuevan el manejo adecuado de residuos
lignocelulésicos, este proyecto se enfoca en evaluar el efecto de condiciones de cultivo en
fermentacion sumergida sobre la produccion de Penicilium sp. HC1 usado en la
degradacion de residuos vegetales de cultivos de flores en Guasca - Cundinamarca.
Varios objetivos se propusieron para lograr este fin. El primero fue la evaluacion de la
influencia del uso de calcio y de los casaminoacidos a diferentes concentraciones sobre la
produccion de Penicillium sp. HC1, el medio de cultivo base que se us6 como patron de
referencia para los andlisis comparativos fue el medio estandarizado por la alianza
Biocultivos — IBUN (capitulo 2). A partir de los resultados obtenidos en esta etapa, se
seleccioné la mejor condicion teniendo como variables de respuesta la concentracion de
conidios (conidios/mL), la produccién de biomasa (UFC/mL), la viabilidad (% de
germinacion) y tolerancia térmica del insumo (% de germinacion), e indicadores como los
conidios maximos (conidios/mL), productividad de conidios (conidios/mL/hora), biomasa
maxima (UFC/mL) y productividad de biomasa (UFC/mL/hora). ElI segundo obijetivo
especifico fue la evaluacion de la influencia de diferentes flujos de aire para un sistema de
fermentacion de 4 litros en tanque agitado, usando la mejor condiciéon de medio de cultivo
seleccionado del objetivo anterior y tomando las mismas variables de respuesta e
indicadores para el andlisis (capitulo 3). Nuevamente se selecciond la condicion que
genero los mejores resultados para producir el hongo y luego, se implementé el producto
de la fermentacion en la evaluacion de la degradacion de residuos vegetales de un cultivo
de clavel de una empresa ubicada en el municipio de Guasca Cundinamarca, en esta etapa
se realizaron pruebas en laboratorio con la construccién de microcosmos y una prueba en
campo; se analizé la produccion de diéxido de carbono semanal, el material vegetal se
estudié en cuanto a su composicién de lignina, celulosa y hemicelulosa al inicio y final de
la degradacion que dur6 45 dias, asi como también se hizo un seguimiento a la actividad

enzimatica de lacasa, manganeso peroxidasa y celulasa cada semana (capitulo 4).






1.Capitulo 1. Revision de literatura

1.1 Sector floricultor en Colombiay residuos
agroindustriales

Colombia ha experimentado un notable avance en el sector de la floricultura desde sus
inicios en la década de los 60, destacandose como una de las principales actividades
agroindustriales del pais. Se ha posicionado como el mayor exportador de clavel a nivel
mundial, el segundo con mas exportaciones de flores frescas cortadas en el mundo con
una participacion del 16% en el mercado mundial después de Holanda que tiene un 45%
(Santos Rios, 2021), y el primer proveedor de flores importadas en los Estados Unidos
(Minagricultura, 2020).

Su clima favorable, diversidad geogréafica y condiciones ideales para el cultivo han
impulsado el desarrollo de esta industria, generando importantes beneficios econémicos
para el pais. Segun datos proporcionados por el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA),
en el afio 2020, el pais produjo alrededor de 1,6 mil millones de tallos de flores y cuenta
con mas de 7.700 hectareas sembradas de flores (para el afio 2020), de las cuales se
encuentran distribuidas principalmente en Cundinamarca el 66% de la produccién total
nacional, seguido de Antioquia con 33% Yy el 1% restante se encuentra distribuido en
pequefias areas en Boyaca, Eje cafetero, valle del cauca y Narifio (Bonilla Rojas, 2021,
Minagricultura, 2020). Estas regiones cuentan con las condiciones climéaticas y

edafologicas adecuadas para su desarrollo.

En Colombia se producen mas de 1.600 variedades de flores, entre las cuales se destacan
la rosa con un 33,5% de las hectareas sembradas de flores en el territorio nacional, seguido
por la hortensia con un 20,5%, el crisantemo con 12%, el clavel con 11,6%, alstroemeria
con 4,9% y otras variedades corresponden al 17,5% (Ceniflores, 2023). Mas de 89 paises
importan flores colombianas, los principales mercados son Estados Unidos (76%), Rusia
(5%), Reino Unido (4,1%) y Japdn (3,8%) (Minagricultura, 2020; Procolombia, 2019).



Cerca del 95% de la produccién se exporta (Minagricultura, 2020). Resulta relevante
destacar que este ambito contribuye aproximadamente con el 7% del Producto Interno
Bruto agropecuario de Colombia, generando empleo para 120.000 trabajadores y
representando una fuente de trabajo para el 25% de la mano de obra femenina en las
zonas rurales (Colombia CO, 2019). Mas exactamente, por cada hectarea cultivada se
generan 17 empleos (Procolombia, 2019). De manera similar, cuenta con un tejido
empresarial de casi 400 empresas, las cuales generan tanto empleos directos como
indirectos en 60 municipios a lo largo del pais (Minagricultura, 2020; Procolombia, 2019).
En definitiva, ademas de tener un impacto social fuerte, la floricultura también juega un
papel crucial en términos de sostenibilidad. En 1973, se conformé el gremio denominado
Asociacion Colombiana de Exportadores de Flores, Asocolflores, y dentro de este, se cred
un programa llamado Florverde que promueve las buenas practicas en materia de
sostenibilidad y responsabilidad social (Bonilla Rojas, 2021; Icontec, 2023). El objetivo es
que los floricultores empleen menos insumos agricolas de sintesis quimica, que protejan
los derechos de los trabajadores, la calidad del producto y las buenas practicas gerenciales
(Icontec, 2023). Con esta certificacion, los floricultores generan confianza en los mercados,
garantizan la trazabilidad y el control sobre los productos y mejoran la competitividad del
sector (Bonilla Rojas, 2021; Icontec, 2023).

En el marco de la Agenda Estratégica 2030 ‘Por la Sostenibilidad del Sector Floricultor’,
desde el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural se continuara con la articulacion de
actores de la cadena, con el apoyo de la Consejeria Presidencial para la Competitividad y
la Gestion Puablica - Privada, para desarrollar la politica publica que permita la reactivacion,
promocién y consolidacion de la floricultura colombiana en los mercados internacionales,
bajo pardmetros de productividad sostenible, adaptacion tecnoldgica, rentabilidad del
sector y bienestar para los trabajadores de la floricultura y sus comunidades. El sector
floricultor es el segundo reglén de exportaciones agricolas del pais, con un 20,1% de
participacion en las exportaciones nacionales, después del café que posee el 32,2%
(Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, 2020). Las exportaciones se vieron afectadas
en el sector por causa de la crisis del COVID-19, sin embargo, la floricultura siguiod
creciendo durante 2022, el pais tuvo el regreso de la presencialidad y el fortalecimiento de
las exportaciones a mas de 100 paises, representando un incremento del 17% de

toneladas enviadas frente al 2019 (Asocolflores, 2022). Como se evidencia, el sector
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floricultor en Colombia tiene proyecciones de crecimiento con perspectivas sostenibles. No

obstante, mayor produccion implica mayor generacion de residuos.

Una problematica transversal en la agroindustria es la generaciéon de subproductos o
residuos en las diferentes etapas del proceso productivo que no son dispuestos
adecuadamente. En algunos casos los residuos son tratados hasta reducir el impacto
negativo que su emision, vertimiento o disposicion pudiera generar; reincorporandolos al
proceso productivo o convirtiéndolos en un producto util y de mayor valor agregado que
solucione una problemética y genere ingresos econdmicos adicionales (R et al., 2017).
Para el contexto de la investigacidén, se sabe que la produccién masiva de flores en
Colombia conlleva la generacion de residuos entre los que se encuentran los tallos y hojas
descartados durante el proceso de cosecha y clasificacion de las flores, asi como los
residuos de empaque, como plasticos y cartén (Cadena Forero, 2022). ElI 93% de los
residuos solidos generados son de naturaleza lignocelulésica, lo que quiere decir que son
complejos y costosos de separar para su correcto tratamiento o aprovechamiento (Garcia,
2019).

Segun un estudio realizado por el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural de Colombia
en el afio 2019, se estima que la generacion anual de residuos de flores en el pais alcanza
aproximadamente 130 mil toneladas. Este volumen considerable destaca la importancia
de implementar estrategias efectivas de gestién de residuos en la industria floricultora
(Minagricultura, 2020). Se estima que alrededor del 10% al 30% de las flores producidas
pueden convertirse en residuos, dependiendo del tipo de cultivo y las practicas de gestion

aplicadas (Montero Sanchez & Quintero Cardoso, 2010).

A nivel nacional, la floricultura genera alrededor de 1,5 m®ha/dia o aproximadamente 1
t/ha/semana de desechos vegetales (Garcia Mora, 2006). Este sector genera residuos
vegetales en grandes cantidades, lo que, unido a su lenta degradacion, dificulta el manejo
y se convierte en un problema de alto impacto ambiental, pérdida de espacio fisico,
generacion de plagas, eutroficacion de aguas si estos o sus lixiviados llegan a los cuerpos
de agua, emisiones al aire si se queman y potenciales riesgos de magnificacion de
plaguicidas en la cadena tréfica, si se dan como alimento al ganado u otros animales
(Barriga, 2007). Ademas, el agua de lluvia y la descomposicion del material vegetal hacen

gue las sustancias toxicas pasen al suelo y a aguas superficiales y subterraneas; esta



contaminacion puede llegar a ser peligrosa localmente en el largo plazo (Quevedo Hidalgo,
2011).

Existen diversas opciones para el uso de los residuos vegetales y evitar la acumulacion de
biomasa en grandes cantidades, por ejemplo, se usa en el sector energético, para la
generacién de energia y biocombustibles, en bioproductos agricolas y como materia prima
para la industria del papel (Alfonso Moreno et al., 2016; Yepes Maya & Chejne Janna,
2012). Sin embargo, todas ellas tienen altos costos asociados a los equipos necesarios
para llevar a cabo estos aprovechamientos o a separacién de los componentes de la matriz
vegetal (algunas implican el uso enzimas y acidos) y al proceso de transformacién como
tal (Montero Sanchez & Quintero Cardoso, 2010). Pequefios y medianos agricultores en el
contexto colombiano no estan en capacidad de absorber los costos que ello demanda y
tampoco es la especialidad en su sector; por esta razén, dentro del programa de gestion
ambiental, los residuos vegetales se suelen tratar en pilas de compostaje (DANE &
DIRPEN, 2011), no obstante, el compostaje requiere de mano de obra adicional y un largo
periodo de tiempo que, en el mejor de los casos, puede ser de 5 a 8 semanas (Santos
Rios, 2021; Yepes Maya & Chejne Janna, 2012). También, suelen disponerse los residuos
vegetales como alimento para animales, se recurre a quemas o se entrega a una entidad

gue esté autorizada para su correcto tratamiento.

1.1.1 Residuos de clavel

El clavel o clavelina es una planta vascular pertenecientes a la familia de las
Caryophillaceae y al género Dianthus. Es una planta perenne de dia largo y con base
lefiosa, de las cuales se conocen numerosas variedades debido a los procesos de
seleccibn y las diversas técnicas de hibridacion. Alcanzan alturas de 45 a 60 cm (Idarraga
& Callejas, 2011). Ver Figura 1-1.
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Figura 1-1: Claveles de la empresa Siecha Flowers S.A — Guasca Cundinamarca.

Colombia es reconocida por ser el mayor exportador mundial de claveles con mas de 100
variedades. Los claveles representan el 14% de las exportaciones nacionales de flores
(Ceniflores, 2023). Luego, Colombia concentra su mayor produccion de claveles (97%) en
el departamento de Cundinamarca (Asocolflores, 2022).

Segun cifras proporcionadas por el Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural de
Colombia, en el afilo 2020 se produjeron aproximadamente 360 millones de tallos de
claveles en el pais. Se estima que aproximadamente el 15% al 25% de la produccion total
de claveles se convierte en residuos. Esto significa que se generan alrededor de 54
millones a 90 millones de tallos de claveles que terminan como residuos anualmente en el

pais (Montero Sanchez & Quintero Cardoso, 2010).

1.1.2 Composicion de los residuos de clavel

La biomasa lignocelulésica es una matriz compuesta principalmente por ésteres extraibles,
proteinas, carbohidratos, lignina y material mineral. Estos compuestos actian como
intermediarios metabdlicos, reserva de energia o forman parte de los mecanismos de
defensa contra los atagues microbianos. Los extraibles corresponden a ceras y lipidos, los
carbohidratos se clasifican en solubles, como fructosa y sacarosa, no estructurales, como

el almiddn y estructurales como celulosa y hemicelulosa (Rangel Ortega, 2012).

La biomasa tipica seca de las plantas vasculares esta compuesta de celulosa, la lignina 'y

la hemicelulosa. Estos son compuestos claves en la pared celular de las plantas y se
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encuentran entrelazados formando una matriz compleja como se muestra en la Figura 1-2
(Wu et al., 2023).

Celulosa

2 Y
. v

g LY
g 1

i)

Hemicelulosa * Lignina

Figura 1-2: Estructura de la biomasa lignocelulésica. Modificada a partir de (Wu et al., 2023).

La celulosa es el mayor componente estructural de todas las células de las plantas y es el
compuesto organico mas abundante de la tierra (Vargas Rodriguez & Romero Gutiérrez,
2009). Es un polimero lineal que estd compuesto de subunidades de D-glucosa unidas por
enlaces B-1,4 glicosidicos y forma cadenas largas o fibrillas elementales, unidas por
puentes de hidrégeno y fuerzas de van de Waals (Sanchez, 2009). Sus propiedades
macromoleculares y caracteristicas estructurales hacen los estudios de la biodegradacion

complejos (Sanchez, 2009)

La hemicelulosa es un polisacarido con un peso molecular mas bajo que la celulosa. Esta
formada de D-xilosa, D-manosa, D-galactosa, D-glucosa, L-arabinosa y &cidos 4,0-
metilglucurénico, Dgalacturénico y D-glucurdnico. Los azlcares estan unidos por enlaces
B-1,4 y algunas veces [-1, 3-glicosidicos. La hemicelulosa es la fraccion mas
biodegradable de la lignocelulosa porque no adopta una estructura cristalina como la
celulosa y su complejidad estructural no es tan alta como la lignina, ademas se biodegrada

a azucares monomeéricos y acido acético (Sanchez, 2009).

La lignina proviene de tres alcoholes precursores: el alcohol p-hidroxicinamilico
(cumarilico), el alcohol 4-hidroxi-3-metoxicinamilico (coniferilico) y el alcohol 3,5.dimetoxi-
4-hidroxicinamilico (sinapilico). La copolimerizacion de radicales libres de estos alcoholes,
iniciadas por peroxidasas vegetales, da lugar a este polimero (Calderén Tenori et al.,
2001). Es entonces un polimero amorfo tridimensional que contiene muchos enlaces

estables, siendo el mas comun el 8 aril éter (B-O-4). Las causas por las cuales la lignina
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es tan resistente al ataque de las enzimas microbianas son: los anillos arométicos son
generalmente mas dificiles de degradar, la variedad de enlaces entre las unidades
constitutivas de la lignina y la naturaleza hidrofébica requiere un sistema de rompimiento
no especifico, que para la mayor parte debe ser tanto no hidrolitico como extracelular
(Quevedo Hidalgo, 2011). Ademas, esta red de polimeros altamente resistentes a la
degradacién anaerdbica hace que la celulosa se encuentre incrustada en la lignina, y, por
tanto, las enzimas celuloliticas tienen un dificil acceso a la celulosa, retardando o
previniendo la hidrélisis, que convertird a este polimero en azlcares (Fernandes et al.,
2009). Algunos basidiomicetes son los més eficientes degradadores de este polimero
recalcitrante en la naturaleza (Martinez et al., 2009).

Los otros compuestos de la biomasa lignocelulésica son generalmente solubles y
representan el 4 — 10% del peso seco del material. Entre los compuestos organicos se
encuentran: pectinas, alcaloides, proteinas, ceras, grasas, fenoles, azlucares simples,
mucilagos, gomas, resinas y terpenos, entre otros. Los compuestos inorganicos, como las
cenizas, los cuales no se alteran al someter la biomasa a altas temperaturas, presentan
valores iguales o inferiores al 2% en peso seco de la madera (Cunningham & Lopez, 1994,
Prinsen, 2010).

La estructura de la celulosa es la misma en los diferentes tipos de material vegetal. Sin
embargo, en las hemicelulosas existe una considerable variacion, especialmente entre las
angiospermas y gimnospermas: las primeras son en general mas ricas en mananos
mientras las segundas suelen contener mas xilanos (Quevedo Hidalgo, 2011; Santos et al.,
2011). Para evaluar el material y su degradacion, es importante conocer su composicion
guimica. Sin embargo, el conocimiento de la composiciéon de los residuos vegetales en el
sector floricultor es incompleto y varia mucho dependiendo de las condiciones de cultivo y
de la especie. La Tabla 1-1 muestra la composicién de la matriz lignocelulésica de algunos
materiales vegetales. Lo anterior es primordial para la investigacion ya que permitird hacer
una aproximacion para el caso de los residuos de clavel, los cuales son tallos y hojas

principalmente.

Tabla 1-1: Porcentaje de lignina, celulosa y hemicelulosa en diferentes biomasas lignocelulésicas
en base seca. Adaptado de (Al-Snafi, 2017; Mejia Rivera, 2021; Nugrahini et al., 2022; Quevedo
Hidalgo, 2011)
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_ Celulosa  Hemicelulosa Lignina
Biomasa
(%) (%) (%)

Bagazo 25 - 45 28 - 32 15-25
Bambd 26 - 43 15-26 21-31
Cascara de cebada 34 36 13,8-19
Residuos de banano 13 15 14
Pulpa de café 35 46 19
Mazorcas de maiz 33,7-41,2 31,9- 36 6,1 - 15,9
Rastrojo de maiz 40 31 18
Rye Grass (hoja temprana) 21 16 3
Tallo de madera dura 40 - 50 24 - 40 18- 25
Tallo de madera blanda 45 - 50 25-35 25-35
Residuos vegetales clasificados 60 20 20
Hojas 15-20 80 -85 NR
Miscanthus 45 - 52 24 - 33 9-13
Sorgo dulce 45 25 18
Pastos 25-40 35-50 10-30
Corona de crisantemo 24,51 NR 12,14
Tallos de crisantemo 21,55 NR 23,55
Crisantemo 49,6 7,5 17,5
Rosa 42,9 57 14,8
Clavel fresco 28,2 6,2 10,7

NR. No reportado

1.1.3 Degradacion de los residuos vegetales

La degradacion de polimeros estructurales de material lignoceluldsico se puede dar a
través de diversos métodos fisicoquimicos, pero también, es posible llevarse a cabo
mediante estrategias biolégicas como el uso directo de microorganismos con la forma
reproductiva activa, de esta manera producir in6culos con la capacidad de sintetizar los

compuestos al momento de su aplicacion.

La degradacion de los compuestos lignocelulésicos es un proceso complejo que involucra

la accion sinérgica de un gran nimero de enzimas extracelulares, como las celulasas,

hemicelulasas y ligninasas.
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Celulasas

Las enzimas celuloliticas desempefian un papel esencial en la hidrdlisis de la celulosa para
convertirla en glucosa. Entre las principales enzimas celuloliticas se encuentran las
endoglucanasas, exoglucanasas y celobiohidrolasas, las cuales presentan diferentes

niveles de especificidad hacia el sustrato (Gutiérrez-Rojas et al., 2015).

La degradacion del polimero de celulosa esta mediada por 3 pasos fundamentales:
Reduccion de tamafio, pretratamiento e hidrolisis enzimética (Y.-H. P. Zhang & Lynd,
2004). Las celulasas son las responsables de la hidrélisis de la celulosa. Estan compuestas
de un complejo enzimatico con diferentes especificidades que permiten hidrolizar los
enlaces glicosidicos (Howard et al., 2003). Son enzimas que catalizan la conversién de la
celulosa en glucosa y se dividen tradicionalmente en tres clases: celobiohidrolasas que,
una vez unidas al sustrato, por un médulo de unién a carbohidratos, se mueven a lo largo
de la cadena de glucosa liberando celobiosa; endoglucanasas que hidrolizan enlaces
internos de la cadena de celulosa dejando extremos libres como resultado; y [-
glucosidasas que hidrolizan moléculas de celobiosa convirtiéndolas en glucosa. Estas
enzimas, en conjunto, trabajan en la hidrélisis de celulosa (Zambrano Arcentales, 2017).
Para una hidrélisis completa de la celulosa a glucosa, el sistema de enzimas debe contener
las tres enzimas en proporciones adecuadas. Ademas del sinergismo entre estas enzimas,
la adsorcion de las celulasas a los sustratos insolubles es un paso necesario antes de la
hidrélisis. Ha sido ampliamente estudiada la cinética de la hidrélisis enzimatica de la
celulosa incluyendo la adsorcion, la inactivacion y la inhibicion de las enzimas (Y. Zhang &
Yamaura, 2020)

Hemicelulasas

En cuanto a las hemicelulasas, que se encargan de degradar los azlUcares de cinco
carbonos presentes en la hemicelulosa, las enzimas mas importantes son las xilanasas,

xilosidasas y glucuronidasas.

En la degradacion de la hemicelulosa intervienen las hemicelulasas. Estas son hidrolasas
o esterasas. La biodegradacion total de xilano requiere endo-B-1,4-xilanasa (EC 3.2.1.8),
B-xilosidasa (EC 3.2.1.37) y muchas enzimas accesorias, tales como: a-L-
arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55), a-glucuronidasa (EC 3.2.1.131), acetilxilano esterasa

(EC 3.1.1.72), acido ferulico esterasa (EC 3.1.1.73) y acido p-cumarico esterasa,
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necesarias para la hidrélisis de varios de los xilanos (Saha, 2004). Se afirma que un
impedimiento en la biodegradacion de la lignocelulosa esta asociado con los compuestos
fendlicos. Los acidos fendlicos se producen por la via biosintética de los fenilpropanoides,
y actlan como agentes de entrecruzamiento entre la lignina y los carbohidratos o entre
carbohidratos. La B-mananasa (EC 3.2.1.78) hidroliza mananos provenientes de las
hemicelulasas y libera B-1,4-manooligomeros, los cuales pueden ser degradados a
manosa por la B-manosidasa (EC 3.2.1.25) (Quevedo Hidalgo, 2011; Saha, 2004). Las
xilanasas son enzimas que catalizan la conversion del xilano de la hemicelulosa en xilosas,
lo cual deja mas expuesta la celulosa para ser degradada por celulasas. Se ha observado
el efecto sinérgico de las xilanasas en hidrdlisis de lignocelulosa (Zambrano Arcentales,
2017).

Ligninasas

Existen diversas enzimas ligninoliticas fingicas que desempefian un papel fundamental en
la degradacién de la lignina. Entre ellas se encuentran la manganeso peroxidasa y la
ligninoperoxidasa, las cuales catalizan una variedad de reacciones oxidativas
dependientes de H,O,. También se encuentran la lacasa, que oxidan los compuestos

fendlicos y reducen el oxigeno molecular a agua.

Por la complejidad de su estructura, la lignina es una molécula recalcitrante y su
rompimiento involucra multiples reacciones bioquimicas que se dan mas o menos
simultdneamente: clivaje de enlaces inter monoméricos, demetilaciones, hidroxilaciones,
modificaciones de extremo de cadena y fisibn de los anillos aromaticos seguido por
desasimilacion de los metabolitos alifaticos producidos. Bajo condiciones naturales las
enzimas ligninoliticas producidas por diferentes grupos de microorganismos producen la
degradacién. Asi, la degradacion bioldgica de la lignina debe ser consecuencia de la
actividad de enzimas extracelulares. La habilidad de estas enzimas para actuar en
diferentes compuestos fendlicos y no-fendlicos de la lignina ha sido explotada en el sector
comercial para diferentes aplicaciones (Howard et al., 2003; Quevedo Hidalgo, 2011;
Saha, 2004)

La degradacion completa de la lignina requiere la accion sinérgica de enzimas oxidativas:
la lignina peroxidasa (LiP), la manganeso peroxidasa (MnP) y la lacasa son enzimas que
degradan la mayor parte de la lignina (Howard et al., 2003; Saha, 2004). La habilidad de

un microorganismo para producir una o0 mas de estas enzimas varia enormemente.
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Ademds de la LiP, MnP y lacasa, en la degradacion de la lignina estan implicadas otras
enzimas, como veratrii alcohol oxidasa, aril alcohol deshidrogenasa, quinona
oxidoreductasa, aromatico acido reductasa, dioxigenasa, catalasa, aromatico aldehido
oxidasa y glioxal oxidasa, entre otras. Dicho esto, estas ultimas enzimas desempefian un
papel secundario en comparacién con las peroxidasas, ya que actllan como intermediarias
en la degradacion de la lignina al generar H.O, necesario para la actividad de las
peroxidasas, o bien, catalizan la ruptura de los productos resultantes de la degradacion de
la lignina que esta siendo llevada a cabo por las enzimas como LiP, MnP y lacasa
(Mendonca Maciel et al., 2010).

Factores que influyen en la actividad enzimatica

Los hongos de podredumbre blanca (HPB) son responsables de la degradacion efectiva
de la lignina natural. Si bien muchos HPB producen fenol oxidasas extracelulares, solo
alrededor del 40% de ellos producen la combinacion de lignina peroxidasa y manganeso
peroxidasa. Por otro lado, la combinacion de manganeso peroxidasa y lacasa es mucho
mas comun entre estos hongos (Gupta et al., 2011). La degradacion de la lignina por los
HPB se desarrolla en la fase de crecimiento post primaria 0 bajo condiciones donde el
metabolismo secundario (idiofase) se exprese simultaneamente con crecimiento primario
restringido. Diversos factores nutricionales y condiciones de cultivo afectan la expresion y
la actividad del sistema ligninolitico. Se han llevado a cabo investigaciones para analizar
los impactos de diferentes factores, como co-sustratos (carbono), concentracion y origen
de la fuente de nitr6geno, tension de oxigeno, agitacion del cultivo y pH, con el objetivo de
optimizar las condiciones para la degradacién de la lignina por los hongos de podredumbre
blanca (HPB) (Singhal & Rathore, 2001). Los efectos de los nutrientes minerales en la
ligninolisis permite afirmar que un balance de Mg*? y Ca*? es importante en la degradacion
de la lignina. EI Mn*? juega un papel regulador en la expresion de la lignina peroxidasa,
manganeso peroxidasa, lacasa y en la degradacion de la lignina (Singhal & Rathore, 2001).
Un aumento en los niveles de oxigeno incrementa la actividad del sistema de degradacion
de la lignina, ya que proporciona el oxigeno necesario para las reacciones degradativas y
la produccion de H2O, (Kirk & Farrell, 1987; Quevedo Hidalgo, 2011).

Para que una enzima producida por un microorganismo pueda desempefiar su funcién de
degradar un sustrato, es necesario proporcionarle las condiciones adecuadas. Diversos

factores, como el pH, la temperatura, la concentracion de la enzima y la concentracion del
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sustrato, entre otros, pueden influir en la accidn enzimatica. Por ejemplo, en estudios
realizados en especies del género Penicillium, se ha observado que la enzima endo-$3-1,4-
glucanasa producida por Penicillium purpurogenum muestra una actividad enzimética
significativa a altas temperaturas (70°C y 60°C) y un pH 6ptimo de 5, segun lo informado
por Lee y sus colegas en 2010. De manera similar, Liao y sus colegas en 2015 describieron
la actividad enzimatica y la estabilidad de las xilanasas producidas por Penicillium oxalicum
en diferentes sustratos lignocelulosicos. Se encontré6 que la actividad enzimatica se
mantuvo estable en un rango de pH entre 3y 5, asi como a una temperatura entre 50°C y
55°C, donde se conservé aproximadamente el 80% de la actividad enzimatica. Estos
ejemplos demuestran que cada enzima presenta condiciones especificas que pueden

favorecer o afectar su actividad. (Bernal Ruiz & Gomez Sanchez, 2016).

La valorizacion de los residuos agroindustriales se ha realizado mediante procesos
biologicos utilizando diversos microorganismos, tanto en fermentacion soélida como
sumergida, con el objetivo de obtener biomasa, azlUcares o producir enzimas
lignoceluloliticas. Estas estrategias han utilizado cepas como Penicillium sp, que tienen la
capacidad de producir enzimas celuloliticas estables y altamente activas capaces de
degradar los componentes de los residuos agricolas. De esta manera, se estan
desarrollando alternativas limpias y naturales para controlar la acumulacién de residuos
vegetales (Duque Vidal & Gutiérrez Beltran, 2011). Los HPB a pesar de tener la capacidad
de degradar los componentes de la lignocelulosa, presentan largos tiempos de
crecimiento, y, por tanto, el uso de cultivos mixtos es una alternativa implementada para la
degradacién rapida de residuos vegetales junto con el uso de hongos filamentosos de
rapido crecimiento los cuales son productores de estructuras de propagacién como
especies de Ascomicetes (Duran Sequeda, 2017), entre ellas el género Penicillium como

ya se menciono.

1.2 Penicillium spp.

Generalidades

Penicillium es uno de los géneros de hongos clasificados en el filo Ascomycota, clase
Eurotiomycetes, orden Eurotiales y familia Trichocomaceae. Penicilium es un género
fungico diverso y ubicuo, de amplia distribucion por el mundo, caracterizado por ser

saprofita oportunista, sus especies tienen diversas aplicaciones como produccion de
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micotoxinas, generacion de enzimas, antibiéticos y descomposicién de materia organica
(Frisvad etal.,, 2004; Seydametova & Zainol, 2021). Se han descrito como hongos
filamentosos, heterétrofos y aerobios facultativos (Pitt & Hocking, 2009). EI numero de
especies dentro del género alun es controversial debido a la gran plasticidad fenotipica y
metabdlica que muestran estos microorganismos (Frisvad, 2015); sin embargo, se estima

la existencia de mas de 350 especies (Refai et al., 2015; Visagie et al., 2014).

El mayor impacto de Penicillium es la produccién de penicilina, que revoluciond los
enfoques médicos para el tratamiento de enfermedades bacterianas (Pitt & Hocking, 2009;
Refai et al., 2015). También es un género reconocido en la industria de alimentos por la
produccién de guesos asociadas a especies como P. roqueforti y P. camemberti (Refai
et al., 2015). Otros reportes declaran especies de este género como capaces de degradar
celulosa, quitina, almidén, azucares, lignina (Carrillo, 2003), asi como también,
aplicaciones en otros campos como agentes biocontroladores y catalizadores para la
biotransformacion (de Castro Coélho et al., 2021; Larroche & Gros, 1997). Para intereses
de esta investigacion, Penicillium sp. ha sido utilizado para degradar compuestos
lignocelulésicos, y para el manejo de degradacion de residuos agricolas en campos y pilas
de compostaje (de Castro Coélho et al., 2021).

Conidiogénesis

Para el género Penicillium el ciclo de vida puede transcurrir entre los estados de
reproduccion sexual y asexual (Frisvad, 2015; Malloch & Cain, 1972; Pitt & Hocking, 2009).
Un organismo holomorfo, es un término utilizado en micologia para describir un hongo que
pasa por diferentes etapas en su ciclo de vida, incluyendo tanto la fase asexual como la
fase sexual (Samson et al., 2011). En la fase sexual, el organismo holomorfo produce
estructuras de reproduccién sexual, como gametangios, ascos o basidios, que dan lugar a
la formacion de esporas sexuales, como ascosporas o basidiosporas (Houbraken &
Samson, 2011). Estas esporas sexuales resultan de la fusion de gametos o células
especializadas y permiten la recombinacion y la variabilidad genéticas dentro de la especie
(Dyer & O’Gorman, 2011a). En la fase asexual, el organismo holomorfo produce
estructuras de dispersién asexuales, como conidios o esporas mitGticas, que le permiten
propagarse y colonizar nuevos ambientes (Moss, 1987). Estas estructuras asexuales se
forman mediante procesos como la conidiogénesis, esporulacion o gemacion (Pitt &

Hocking, 2009; Samson et al.,, 2011). La capacidad de un organismo holomorfo para
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alternar entre la reproduccion asexual y sexual en su ciclo de vida, le confiere una mayor
plasticidad reproductiva y adaptabilidad a diferentes condiciones ambientales (Mukherjee
& Ghorai, 2023).

La reproduccién asexual o mitospérica en Penicillium spp. es la forma mas comun y
eficiente en este género de hongos y tiene las siguientes fases (Dyer & O’Gorman, 2011b):
Fase de adaptacion: los conidios reconocen y se adaptan a las nuevas condiciones fisica
y quimicas del entorno; fase de crecimiento exponencial 0 germinaciéon: se produce un
aumento significativo de la masa celular de los conidios, los cuales experimentan un
crecimiento isotrépico y germinan, lo que da lugar a la formacion de una estructura
filamentosa conocida como hifa; fase estacionaria o0 de crecimiento vegetativo: se
establece un equilibrio entre el aumento y la disminucién de la masa micelial; y la fase de
conidiogénesis: en donde se generan nuevos conidios a partir de una estructura
caracteristica llamada conidiéforo por una célula especializada llamada fialide (Canteri &
Ghoul, 2015; Duran Sequeda, 2017; Foster et al., 1945). De una misma hifa pueden
aparecer diversas fidlides que forman una estructura caracteristica llamada conidioforo; en
el caso de Penicillium spp. el conidiéforo tiene forma de pequefias brochas lo que dio
origen al nombre del género (Pitt & Hocking, 2009). Los conidios maduros se liberan de las
fialides y se dispersan en el entorno, permitiendo la colonizacion de nuevos habitats
(Dijksterhuis & Samson, 2002; Mukherjee & Ghorai, 2023). Una vez que el primer conidio
se ha formado en la fidlide, un nuevo conidio aparece en intervalos aproximadamente de
hora en hora aproximadamente, dando por resultado una cadena de conidios (Roncal &
Ugalde, 2003).

Los conidi6foros son de gran importancia taxonémica y su micro morfologia puede variar
dependiendo del tiempo de cultivo y la especie (Visagie et al., 2014). Las ramificaciones
se ubican formando verticilos y la Figura 1-3 ilustra las diversas formas de conidiéforos que
se encuentran en Penicillium. Estos pueden incluir conidiéforos simples con fialides
solitarias (Figura 1-3 A), conidiéforos monoverticilados con un tallo septado Unico que se
ramifica en un grupo de fidlides (Figura 1-3 B), conidioforos diverticilados que presentan
una ramificacion que va de simple a compleja con multiples ramas subterminales, aunque
las ramificaciones o secciones del conidiéforo se desvian (Figura 1-3 C). También se
encuentran conidiéforos biverticilados con un tallo septado que posee tres 0 mas métulas,
las cuales son células que sostienen las fidlides y se extienden desde el extremo final del

tallo hasta la base de la fidlide. Las métulas pueden variar en longitud, divergencia y forma,
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siendo generalmente cilindricas, aunque también pueden ser lisas o ligeramente
vesiculosas (Figura 1-3 D, E). Asimismo, existen conididforos terverticilados con un nivel
adicional de ramificacién entre el tallo y las métulas (Figura 1-3 F). Por dltimo, algunos
Penicillium producen conidiéforos cuaterverticilados, que presentan un nivel extra de
ramificacidbn mas alla del patrén terverticilado y son caracteristicos de unas pocas especies
(Figura 1-3 G) (Visagie et al., 2014).

Figura 1-3: Conidioforos y patrones de ramificacion de Penicillium (A) Conidiéforos con fialide
solitaria. (B) Monoverticilados (C) Bifurcado (D, E) Biverticilados (F) Terverticilado (G)

Poliverticilado. Barra de escala = 10 pl (Visagie et al., 2014).

El proceso de conidiacién implica temas comunes de desarrollo, incluyendo la regulacion
espacial y temporal de la expresidbn génica, la comunicacion intercelular y la
especializacion celular (Adams et al., 1998). El tipo de reproduccién y la morfologia de las
estructuras resultantes son factores esenciales para identificar que especie de hongo es.
En este sentido, el conidio fingico se puede considerar como el inicio y el fin del proceso
de diferenciacion (Heath, 1995; Macias Camacho, 2017).

1.2.1 Penicillium sp. HC1

Penicillium sp. HC1 es el nombre asignado en el Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional — IBUN a un hongo obtenido de un tamizaje de microorganismos con
actividad celulolitica en suelos rizosféricos de cultivos de arroz en los departamentos del
Tolima y Meta en Colombia (Gutiérrez et al., 2012). Los resultados de la clave taxonémica
(Samson et al.,, 2010) no fueron lo suficientemente concluyentes para determinar la

especie (Gutiérrez Rojas, 2017).
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En contexto, este hongo fue seleccionado junto con 54 aislamientos flngicos para valorar
su actividad celulolitica, de alli se filtraron y estudiaron ocho, de los cuales, cinco
pertenecen al género Penicillium, reafirmando de esta manera la abundancia de este
género en el suelo y su protagonismo en la degradacion de residuos celulésicos (Pedraza-
Zapata et al., 2017). Penicillium sp. HC1 ha sido estudiado desde entonces por su evidente
actividad enzimatica para la degradacién de material vegetal, pero, ademas este hongo ha
despertado interés como un promotor del crecimiento vegetal (Rodriguez Sanchez &
Rodriguez Alfonso, 2017). Evaluando los posibles mecanismos directos mediante los
cuales Penicillium sp. HC1 promueve el crecimiento de las plantas se descubri
principalmente que este hongo tiene la capacidad de descomponer diversas fuentes de
fésforo, convirtiendo esos compuestos en ortofosfatos, que son la forma del fésforo que
las plantas pueden asimilar (Rodriguez Sdnchez & Rodriguez Alfonso, 2017). Ademas, el
estudio reveld que Penicillium sp. HC1 puede producir ACC desaminasa, una enzima clave
en el control del estrés celular de las plantas. Esta enzima reduce la sintesis de etileno por
parte de la planta y aumenta la disponibilidad de amonio en la rizosfera (Bonilla Lopez,
2020; Rodriguez Sanchez & Rodriguez Alfonso, 2017).

Focalizando la revision bibliografica en cuanto a su trabajo en la degradacion de material
vegetal, se encontrd que se realizaron ensayos de degradacion de tamo de arroz utilizando
Penicillium sp. HC1, aqui midieron la produccion de CO. durante sesenta dias,
encontrando que, produce 140,33 + 2,6 mgCO./g tamo, superior a los demas aislamientos
evaluados, seguramente por su capacidad de produccién de enzimas con actividad
celulolitica y xilanolitica (Pedraza-Zapata et al., 2017). Se incorporé al suelo el tamo
tratado y se utiliz6 para un cultivo de plantas de arroz en invernadero. Los resultados
mostraron que esta practica tuvo un impacto positivo en diversos parametros, como el peso
seco del tallo, el peso seco de la raiz, la longitud del tallo y la longitud de la raiz (Sanchez
Rodriguez, 2012).

La alianza Biocultivos S.A y La Universidad Nacional de Colombia a través del Instituto de
Biotecnologia de la Universidad Nacional seleccionaron a Penicillium sp. HC1 para la
formulacion de un bioinoculante utilizado para acelerar la degradacion de cosechas in situ
(Gutiérrez Rojas, 2017; Macias Camacho, 2017). Desde el aislamiento de Penicillium sp.
HC1, empezaron diferentes investigaciones exploratorias enfocadas al mismo objetivo,
como la evaluacion de su actividad enziméatica, caracterizacion del microorganismo,

pruebas en campo para evaluar su capacidad degradadora, evaluacion de condiciones del
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medio en fermentacion sumergida, y después de seleccionado para crear un bioinsumo,

todos estos factores con perspectiva al escalamiento industrial.

Figura 1-4: Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de Penicilium sp. HC1 (A)
Macroscopica en agar PDA, 4 dias y 25°C (B) Microscopica 40X de agar PDA, 4 dias y 25°C con
tincién azul de lactofenol (C) Macroscopica en medio liquido, 7 dias y 25°C (D) Microscopica 40X

en medio liquido, 7 dias y 25°C con tincién azul de lactofenol.

Penicillium sp. HC1 crece muy bien y produce abundantes conidios en medio sdélido, sin
embargo, cuando se cultiva en medio liquido, utilizando los medios comunmente usados
en el laboratorio, produce abundante biomasa, pero no genera estructuras de reproduccién
y en consecuencia no se observan conidios (Gutiérrez Rojas, 2017). La Figura 1-4 muestra
la morfologia macro y microscopica de Penicillium sp. HC1 en medio sélido y liquido.
Partiendo de los medios s6lidos como punto de referencia, se encontré que los conidios
de Penicillium sp HC1 obtenidos en esta fermentacion presentaban altos porcentajes de
germinacion y tolerancia térmica, cercanos al 100% (Gutiérrez Rojas, 2017). Vale tener
presente que, la produccion del indculo en fermentacién sumergida tiene un serie de
ventajas sobre la sélida en escala industrial, como permitir un mayor control sobre las
variables a evaluar, obtener resultados en poco tiempo y bajos costos de medio, ademas
se tiene la posibilidad de automatizacion y obtencion de producto sin operaciones
posteriores de separacion; el problema de este tipo de fermentacion estd en que

Penicillium sp HC1 se le dificulta producir conidios en medios liquidos y cuando lo logra,
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éstos presentan menor viabilidad (Duran Sequeda, 2017). La importancia de los conidios
€s gue son estructuras resistentes y tolerantes a condiciones ambientales, lo que mejora
la viabilidad del producto (Canteri & Ghoul, 2015; Gutiérrez Rojas, 2017; Hadley & Harrold,
1958; Macias Camacho, 2017; Rodriguez & Romero, 2014). Por lo anterior, se dio prioridad

al estudio del organismo para ser reproducido en medios liquidos.

Se han llevado a cabo investigaciones que contribuyen a la utilizacion de la mejor
combinacién de fuente de carbono y de nitrégeno para la induccion y/o aceleracion de la
conidiogénesis y la posterior evaluacion de la calidad de los conidios obtenidos frente a
diferentes temperaturas (Tibasosa Rodriguez, 2014). A partir de estos resultados, se
seleccionaron los medios que mostraron una mayor produccién de conidios, los cuales
consistian en dos fuentes de carbono (sacarosa y almidén) y dos fuentes de nitrégeno
(fosfato di amoénico y extracto de levadura) (Pedraza-Zapata et al., 2017). Los resultados
mostraron que la mayor produccion de conidios se obtiene utilizando fuentes de carbono
complejas con relaciones C/N altas, y la mayor tolerancia térmica a 50°C se logra utilizando
fuentes de carbono complejas con fuentes de nitrégeno inorganicas. Sin embargo, en el
caso de fuentes de carbono simples, se obtuvieron buenas producciones (10*° conidios/g)
y alta tolerancia a 50°C (58%), pero esto depende de la concentracion inicial de carbono,
especificamente limitada, y una relacion alta de C/N (Gutiérrez Rojas, 2017).

Por otro lado, se encontré que la tolerancia a diversas condiciones de estrés como la
exposicién a radiacion ultravioleta (Garcia Castillo, 2015), la presencia de peréxido de
hidrogeno y la exposicion a tratamientos térmicos de 50°C durante una hora, responden a
cambios en la relaciéon C/N (Duran Sequeda, 2017; Gutiérrez Rojas, 2017), asi pues, en
un medio con glucosa y nitrato de potasio, la termotolerancia de los conidios aumentaba

conforme se aumentaba la relacién C/N (Duran Sequeda, 2017).

Como posibles variables de calidad asociadas a la tolerancia térmica se determiné la
acumulacion de manitol, trehalosa y cambios en la superficie de la pared celular de los
conidios de Penicillium sp. HC1. Se encontr6 que conidios con alta tolerancia térmica
producidos en medios de cultivo liquido que contienen sacarosa como fuente de carbono
acumularon cerca de 90 mg/g de manitol. Aunque los cambios en la superficie de los
conidios no se pudieron asociar a la termotolerancia de Penicillium sp. HC1, la combinacion
de las fuentes y las concentraciones evaluadas en los medios seleccionados presentaron

cambios en el tamafio y variaciones en los patrones de ornamentacion, estos patrones
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fueron predominantemente cerebriformes. Los resultados indican que Penicillium sp. HC1
es un hongo muy sensible a las condiciones nutricionales de crecimiento, capaz de sensar
y responder no sélo los tipos de fuentes de carbono o nitrégeno sino también las
concentraciones y relaciones de C/N de las fuentes (Durdan Sequeda, 2017). Macias
Camacho (2017) realizé6 un modelo macro cinético generado a partir de las cinéticas
obtenidas en fermentacién sumergida, modelo que fue ajustado con parametros teéricos
adicionales relacionados con las caracteristicas metabdlicas asociadas a la generacion de
biomasa y se verificd su validez en produccion piloto de 100 litros.

A partir de estos antecedentes, se seleccionaron las condiciones de operacién y la
composicion del medio de cultivo que produce Penicillium sp. HC1 con los mejores
resultados en la actualidad del proceso. Este es el punto de referencia de esta

investigacion y el medio base o de control. Ver Anexo A.

1.3 Factores que promueven la conidiogénesis de
Penicillium spp. en fermentacion sumergida

En la mayoria de los hongos filamentosos, las etapas del ciclo de vida en el estado asexual
involucran muchos factores, asociados a la regulacion temporal y espacial de la expresion
de genes, la diferenciacién celular, la comunicacion intra e intercelular y la respuesta a

condiciones ambientales (Park & Yu, 2012).

La conidiogénesis en los hongos del género Penicillium puede estar influenciada por varios
factores durante la fermentacion sumergida. La composicion del medio de cultivo,
incluyendo los nutrientes, fuentes y/o limitaciones de carbono y nitrégeno, es crucial para
inducir la formacion de conidios (Duran Sequeda, 2017; Hadley & Harrold, 1958). Ademas,
el oxigeno disponible, la adicién de calcio, acumulacién de metabolitos secundarios como
la conidiogenona, el pH y la temperatura del medio deben mantenerse dentro de los rangos
optimos para promover una conidiogénesis adecuada. La luz y el fotoperiodo pueden
estimular la formacién de conidios en ciertas especies de Penicillium (Garcia Castillo,
2015). Se debe tener en cuenta otros factores fisicos que los involucran y afectan la
morfologia como la geometria del fermentador, la tasa de esfuerzo cortante, la reologia y
la agitacion (Papagianni, 2004; Roncal & Ugalde, 2003). Debido a las caracteristicas
genéticas, algunas cepas pueden tener una mayor capacidad para producir conidios en

comparacion con otras (Canteri & Ghoul, 2015). Algunas interacciones microbianas, como
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la competencia por nutrientes o la produccién de compuestos inhibidores, toxinas o
subproductos metabdlicos en el medio de cultivo, pueden tener un impacto en la formacién
de conidios (Mukherjee & Ghorai, 2023; Pitt & Hocking, 2009). Por lo tanto, el estudio y la
optimizacion de estos factores son importantes para la produccién industrial de conidios
de Penicillium spp. en diversas aplicaciones, como la produccién de enzimas, alimentos

fermentados y productos biocontroladores.

1.3.1 Influencia del calcio en fermentacién sumergida para
Penicillium spp.

El calcio es un mineral esencial que desempefia un papel importante en numerosos
procesos bioldgicos, incluyendo la fermentacion microbiana (Pitt & Hocking, 2009). En el
caso de la fermentacién sumergida de Penicillium spp., el calcio puede tener varias
influencias. En primer lugar, se ha encontrado que la presencia adecuada de calcio en el
medio de cultivo mejora la resistencia de Penicillium spp. a condiciones adversas como
cambios bruscos de temperatura, pH y estrés osmaético (U. O. Ugalde et al., 1990). Esto
puede tener un impacto positivo en la viabilidad celular y la productividad durante la
fermentacion. Se presume gque el aporte a la tolerancia a estresores ambientales por el
calcio es contribuido en la estabilidad, fortaleza de la pared celular y prevencion de la lisis
celular de los hongos (Lange & Peiter, 2020). Ademas, el calcio puede actuar como un
segundo mensajero intracelular y activar rutas de sefalizaciéon que conducen a cambios
en la expresion de genes especificos los cuales pueden influir en la produccion de enzimas,
metabolitos y otros productos de interés durante la fermentacion (Boyle, 2005; Reddy et al.,
2011).

También, se ha publicado que el ion calcio, desempefia un papel en el control del inicio del
proceso de conidiogénesis, que esta relacionado con el tiempo de crecimiento vegetativo
(Pitt & Poole, 1981). Se ha demostrado que la interaccién del calcio con el micelio sigue
una cinética bifasica. La primera fase implica una rapida adsorcion del cation a la superficie
celular, independiente del metabolismo, mientras que la segunda fase muestra una cinética
mas lenta y dependiente del metabolismo, que estd mediada principalmente por
mecanismos de transporte activo (Canteri & Ghoul, 2015; U. O. Ugalde & Pitt, 1986). La
adsorcion de calcio por las paredes celulares puede inhibir el crecimiento celular, pero a
concentraciones subdptimas se promueve el crecimiento micelial (Bockelmann et al., 1999;

Lange & Peiter, 2020). Luego, se ha observado que el calcio esta involucrado en la
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formacion y germinacion de conidios en diversos hongos. El rango de concentraciones de
calcio que se encuentra reportado como inductor de conidiogénesis para diferentes
especies de Penicillium varia en 0,02 y 50 g/L (Macias Camacho, 2017) Sin embargo, los

datos predominantes son de CaCl; y estan en concentraciones inferiores a 10 g/L.

Se ha observado que la adicién de calcio al medio de cultivo puede aumentar la produccién
de ciertos metabolitos, como enzimas hidroliticas, pigmentos y compuestos bioactivos (Pitt
& Poole, 1981; U. O. Ugalde & Pitt, 1986; U. Ugalde & Pitt, 1983). En ciertas especies de
Penicillium se observa la formacién de conidios cuando se presentan condiciones de
limitacion de fuentes de carbono y nitrégeno. Para P. oxalicum, se ha determinado que el
agotamiento de nitrégeno y su interaccidén con la concentracion de calcio son los factores
mas importantes que desencadenan el proceso de conidiogénesis. Especificamente, la
falta de nitrégeno y la adicion de calcio a un medio con una alta relacién C/N son las
condiciones que inducen este proceso (Pascual et al.,, 1997). Este efecto también fue
observado en P griseofulvum y P. chrysogenum, la produccién de conidios es inducida por
la transferencia del microorganismo a medios libres de nitrdgeno con altas concentraciones
de calcio y azucar (Morton, 1961). En su estudio realizado en 1986, Pitt y Mosley
investigaron el efecto de la adicién de calcio en la conidiogénesis y su relacién con el ciclo
del acido tricarboxilico (TCA) en Penicillium notatum. Descubrieron que la formacién de
conidios en P. notatum puede ocurrir en presencia de ciertos intermediarios del TCA,
aminoacidos o glicerol. Estos hallazgos sugieren que el mecanismo por el cual el calcio
induce la conidiogénesis esta relacionado con la interrupcion de mudltiples vias en la
glicélisis, el catabolismo de carbohidratos y la funcion mitocondrial. Esta disrupcién
conduce a un desequilibrio en la produccion de energia y desencadena el proceso de
conidiogénesis (D. Pitt & Mosley, 1986).

Es importante tener en cuenta que la concentraciéon 6ptima de calcio en el medio de cultivo
puede variar dependiendo de la especie especifica de Penicillium y las condiciones de
fermentacion. Demasiado calcio puede tener efectos negativos, como la formacion de
precipitados insolubles, o formacién de pellets, mientras que una deficiencia de calcio
puede afectar el crecimiento y la produccién de metabolitos (Krull et al., 2013; Lange &
Peiter, 2020; Pascual etal., 1997). Por lo tanto, es recomendable optimizar la
concentracion de calcio en el medio de cultivo durante la fermentacion sumergida de

Penicillium spp, incluso antes que establecer cualquier nutriente (Pitt & Poole, 1981; U.
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Ugalde & Pitt, 1983). Esto se puede lograr mediante la adiciéon de fuentes de calcio
adecuadas, como cloruro de calcio o carbonato de calcio, y monitoreando la respuesta de
la cepa especifica utilizada en términos de crecimiento y produccién de metabolitos

deseado.

Por otro lado, el calcio esta involucrado en la regulacién de la homeostasis i6nica en las
células fungicas(Lange & Peiter, 2020; Tisi et al., 2016). Juega un papel en el equilibrio y
la regulacién de otros iones, como el potasio y el sodio, que son esenciales para muchas
funciones celulares (Lange & Peiter, 2020). El calcio ademas puede interactuar con otros
nutrientes presentes en el medio de fermentacion, como los micronutrientes y los iones
metalicos, estas interacciones pueden influir en la disponibilidad y la absorciéon de otros
nutrientes esenciales para el crecimiento y metabolismo del organismo (Hadley & Harrold,
1958; Lange & Peiter, 2020). Dado que los hongos filamentosos como Penicillium pueden
secretar 4cidos organicos como resultado de su metabolismo, el calcio podria neutralizar

y regular el pH del medio de fermentacion (Scervino et al., 2011; Vrabl et al., 2012).

1.3.2 Influencia de casaminoacidos en fermentacion sumergida
para Penicillium spp.

Los casaminoacidos son hidrolizados de caseina, una proteina presente en la leche, y se
utilizan como fuente de nutrientes en la fermentacion sumergida, incluyendo para especies
de Penicillium. Los casaminoacidos son una rica fuente de nitrdgeno organico, facilmente
asimilable y su adicién al medio promueve la reproduccion y el crecimiento celular,
resultando en una mayor produccién de biomasa (Detroy et al., 1978). Esto es demostrado
también en 2014, cuando Kobori y colaboradores definieron medios y protocolos en los
cuales se favorecia la produccion de conidios y microesclerocios sumergidos de
Trichoderma harzianum en fermentacion sumergida variando fuentes y concentraciones
de carbono y nitr6égeno, y encontraron que los medios de cultivo que contenian melaza y
casaminoacidos produjeron mas biomasa fangica (19,5 mg/mL al dia 2 y 21,8 mg/mL al
dia 4) que los medios que contenian glucosa, extracto de levadura o licor de maiz, todos

a unarelacion 50:1 de C/N y una concentracion de carbono de 36 g/L (Kobori et al., 2015).

Adicionalmente pueden influir en la produccion de enzimas por parte de Penicillium,
esenciales para la degradacion de sustratos y la sintesis de metabolitos secundarios

(Shora etal., 2021). Al proporcionar una fuente de nitrégeno, los casaminoacidos
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aumentan la sintesis de enzimas, lo que conduce a una mayor actividad enzimatica y una
mayor capacidad de Penicillium para descomponer y utilizar los sustratos presentes en el

medio de fermentacién (Shora et al., 2021).

Pueden mejorar las rutas metabdlicas de los hongos y aumentar la producciéon de
metabolitos deseados, como enzimas, antibioticos u otros compuestos bioactivos. En el
2007, Méndez Zavala y colaboradores evaluaron la capacidad del hongo Penicillium
purpurogenum GH-2 para producir pigmentos tanto en medios liquidos como soélidos, asi
como medios minimos y enriquecidos. Ellos probaron 9 medios de cultivo para la
produccién de pigmentos en los cuales el organismo fue capaz de crecer, obteniendo
velocidades de crecimiento diferentes y pigmentos en 6 de ellos. De este estudio se
concluyé que los medios con sacarosa, extracto de malta, casaminoacidos y mayor
cantidad de sales, marcaron la alta pigmentacién; datos similares encontrados por otros
autores en donde la presencia de componentes de alto peso molecular o de polisacéridos,
tales como el almidén incrementan la produccion de pigmentos (Cho et al., 2002a). La
fuente de nitrdgeno marca un efecto significativo sobre la expresién de estos compuestos,
encontrandose que, con el uso de fuentes organicas de nitrogeno, se incremento la
produccion de pigmentos en comparacion con las fuentes inorganicas (Cho et al., 2002a).
Lo anterior se respalda con Su (1983), quien encontré que las fuentes de nitrégeno
organicas tales como el monoglutamato de sodio (MSG) y los casaminoacidos,

incrementan la produccion de pigmentos (Méndez Zavala et al., 2007; Su, 1983) .

Los casaminoacidos pueden complementar otros nutrientes presentes en el medio y
proporcionar un equilibrio adecuado de nutrientes esenciales para el crecimiento 6ptimo
de los hongos. En 2011, se evalud la produccion de &cido micofoloico, un farmaco utilizado
actualmente como agente inmunosupresor en trasplantes de corazon, rifién e higado,
producido industrialmente a través del proceso de fermentacion del hongo Penicillium
brevi-compactum y se determiné que la caseina, la peptonay el casaminoacido originados
a partir de la proteina de la leche aumentaron el rendimiento de fermentacion del acido

micofendlico unas 3,4 veces mas que el control (Rho, 2011).

Los aminoacidos presentes en los casaminoacidos pueden ser utilizados como
precursores para la sintesis de proteinas y otros componentes celulares esenciales (Bapat
et al., 2006). Esto puede ayudar a mantener la integridad y funcionalidad de las células de

Penicillium, lo que resulta en una mayor viabilidad y longevidad celular durante el proceso
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de fermentacion. En 1997, se ensayaron medios liquidos con diferentes concentraciones
de carbono y diferente relacién C/N para la produccién de blastosporas tolerantes a la
desecacion de Paecilomyces fumosoroseus, se obtuvieron altas concentraciones de
blastosporas (5,8x108 esporas/mL) con medios que contenian 80 g de glucosay 13,2 g de
casaminoacidos, resultando un porcentaje significativamente mayor al 79% de
blastosporas sobrevivié al secado al aire. Los medios que contenian concentraciones de
glucosa superiores a 20 g/L y concentraciones de casaminoacidos entre 13,2 g/L y 40 g/L
favorecieron la produccién maxima de blastosporas tolerantes a la desecacion. En estas
condiciones de produccién, cuando se almacenaron a 4°C, mas del 60 % de las
blastosporas liofilizadas producidas seguian siendo viables después de 7 meses de
almacenamiento, mientras que menos del 25 % de las blastosporas secadas al aire
sobrevivieron después de 90 dias de almacenamiento (Jackson et al., 1997). Unos afios
después, en el 2005 Cliquet y Jackson publicaron los resultados de la continuacion de su
investigacion con Paecilomyces fumosoroseus, alli evaluaron medios liquidos que
contenian cuatro combinaciones de glucosa y casaminoé&cidos (8 g/L o 80 g/L de glucosa,
1,32 g/L 0 13,2 g/L de casaminoécidos), basandose en la produccion de blastosporas, la
tasa de germinacion, la viabilidad tras la liofilizacion y la estabilidad del almacenamiento a
corto plazo. Cuando las blastosporas se produjeron utilizando una concentracion elevada
de casaminodcidos, la produccion de blastosporas y las tasas de germinacién fueron
significativamente mayores (13,2 - 18,5x107 blastosporas/mL, 50-60% de germinacion
después de 4 h), en comparacion con los cultivos realizados en medios que contenian
concentraciones mas bajas de casaminoacidos (0,4 - 2,3x107 blastosporas/mL, 10-20% de
germinacion después de 4 h). Los analisis quimicos de la composicién de las blastosporas
mostraron que la germinacion acelerada de las blastosporas puede estar relacionada con
el aumento de las reservas proteinicas mas que con la acumulacién de glucégeno o lipidos
(Inch et al., 1986; Jackson & Schisler, 1992; Schisler, 1991). La tolerancia a la liofilizacién
por parte de las blastosporas suspendidas en el medio se vio reforzada por una elevada
concentracion inicial de casaminodacidos y por las concentraciones residuales de glucosa,

obteniendo un 75% de supervivencia (Cliquet & Jackson, 2005).

En comparacion con otras fuentes de nitrégeno, como los extractos de levadura o los
peptidos, los casaminoacidos suelen ser mas econdmicos y estan disponibles en forma de

polvo o solucién. Esto hace que los casaminoacidos sean una opcion atractiva desde el
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punto de vista econémico para la produccion de Penicillium spp. a escala industrial (Shora
et al., 2021).

1.3.3 Influencia de aireacion en fermentacion sumergida para
Penicillium spp.

La aireacion es un factor crucial en la fermentaciéon sumergida, ya que afecta directamente
el crecimiento, el metabolismo y la produccion de metabolitos de Penicillium. En la
fermentacion sumergida, la aireacion proporciona el oxigeno necesario para el crecimiento
y la respiracion del organismo (Tlecuitl-Beristain et al., 2010). El oxigeno es utilizado por
las células del hongo para la sintesis de energia y otros procesos metabdlicos. Una
disponibilidad adecuada de oxigeno a través de la aireacion garantiza un crecimiento
optimo de las células fangicas (Issaly et al., 2005). Un estudio seleccion6 el medio y evalu6
el efecto del oxigeno en el cual se produce en calidad conidios de Metarhizium anisopliae
var. lepidiotum; asi pues, se estudié el efecto del oxigeno en la produccién de conidios
utilizando el medio avena-peptona a dos niveles: Atmésfera normal (21% O) y pulsos ricos
en oxigeno (26% O3). La produccion maxima de conidios (4,25x107 conidios/mL) se
alcanz6 utilizando pulsos con 26% de O, después de 156 h de cultivo, que fue superior al
100% en relacién con los niveles de conidios bajo atmésfera normal. El rendimiento de
conidios por gramo de biomasa fue 2,6 veces superior con 26% de O (1,12x10’
conidios/mg). Los parametros de calidad de los conidios, como la germinacién y la
hidrofobicidad, no mostraron diferencias significativas entre esos tratamientos (Tlecuitl-
Beristain et al., 2010). Estos resultados son relevantes para los procesos de produccion,
ya que un aumento del oxigeno mediante flujos de aire permite niveles superiores de
conidios por M. anisopliae sin alterar los parametros de calidad. Es asi, como también se
comprueba que la aireacion adecuada es crucial para mantener la viabilidad celular.
Durante la fermentacion sumergida, las células fungicas requieren oxigeno para mantener
sus procesos metabdlicos y su integridad estructural (Issaly et al., 2005; Mukherjee &
Ghorai, 2023). La falta de aireacion suficiente puede llevar a la acumulacion de toxinas
metabdlicas y productos de desecho, lo que afecta negativamente la viabilidad celular. La
aireacion Optima asegura una mayor supervivencia de las células y una mejor

productividad del proceso (Albaek et al., 2011).



30

La aireacion también contribuye a una mezcla homogénea del medio de fermentacion.
Junto con la agitacibn mecanica, la aireacién evita la formacion de zonas muertas o
gradientes de nutrientes en el cultivo, lo que asegura una distribucién uniforme de los
nutrientes y una disponibilidad adecuada para el crecimiento de Penicillium spp (Harvey
et al., 1998). Ademas, la mezcla adecuada también ayuda a prevenir la formacién de
agregados celulares como pellets y la sedimentaciéon excesiva (Garcia-Soto et al., 2006).
Los hongos filamentosos pueden presentar dos tipos de crecimiento macroscopicos, el
micelial y en pellets. Cada uno de estos tipos de crecimiento estq asociado con una
aplicacion final especifica. En el caso de la produccion de metabolitos secundarios, se
prefiere el crecimiento en forma de pellets debido a que esto reduce las operaciones de
separacion necesarias posteriormente. Por otro lado, cuando se trata de la produccién de
bioinsumos, donde el microorganismo en si es el producto final, es importante tener en
cuenta un crecimiento homogéneo que permita una facil dispersién en el campo. Por lo
anterior, autores como Garcia (2004), determinaron que la morfologia macroscépica se
puede controlar por medio de condiciones hidrodinamicas determinadas, y que, una de las
relaciones que interviene en la produccion de pellets es la del factor de friccion y la
velocidad de aire superficial, de alli, determinaron que a velocidades de aire superficial
altas y factores de friccion bajos se evita la formacion de pellets (Bird et al., 2002; Garcia-
Soto et al., 2006).

La aireacion esta estrechamente relacionada con otros parametros de fermentacién, como
la agitacion, la temperatura, pH y la concentracion de nutrientes (Albaek et al., 2011). Estos
pardmetros pueden interactuar entre si y afectar conjuntamente el crecimiento y la
produccion de Penicillium spp. Por lo tanto, es importante optimizar y ajustar la aireacion
en funcién de los otros parametros de fermentacion para lograr un rendimiento éptimo. Por
ejemplo, las condiciones apropiadas de aireacion se ven afectadas por los iones presentes
en el medio, se ha encontrado que al aumentar la concentracion de calcio disminuye la
concentracion de oxigeno y se requiere aumentar la agitacion o aumentar el flujo de aire
(Bockelmann et al., 1999). Por otro lado, el crecimiento vegetativo esta asociado a pH
bajos, mientras la produccion de conidios generalmente esta asociada a pH cercanos al
neutro, en este caso es necesario controlar el pH ya que en condiciones cercanas a la
neutralidad se activa la formacion de pellets (Pirt & Callow, 1959). En este sentido, la
aireacion adecuada puede ayudar a mantener el pH en un rango 6ptimo para el crecimiento

y la actividad metabdlica de Penicilium spp (Germec & Turhan, 2023). Esto es
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especialmente importante en cultivos de larga duracion, donde la acumulacién de
metabolitos acidos puede inhibir el crecimiento de las células (Germec & Turhan, 2023;
Pirt & Callow, 1959; Singh et al., 2019).

Se investig6 la influencia de la fuente de carbono y la tasa de aireacién en la reologia de
la fermentacion sumergida, la morfologia del micelio y la produccion de pigmento rojo de
Paercilomyces sinclairii en un biorreactor de tanque agitado de 5 litros. La velocidad de
aireacion se varidé entre 0,5 y 3,5 vwm mientras se ejecutaba la fermentacién a una
agitacion suave de 150 rpm utilizando sacarosa como fuente de carbono. La concentracion
maxima de biomasa de P. sinclairii fue de unos 33 g/L con una tasa de aireacion de 1,5
vvm, mientras que el rendimiento maximo de produccion de pigmento rojo (4,73 g/L) se
alcanzé6 con 3,5 vvm. La morfologia celular altamente ramificada aparecié a 1,5 vwm y la
morfologia celular altamente vacuolada se observé en una tasa de aireacién elevada (3,5
vwm (Cho etal., 2002b). Se observaron tendencias similares en los procesos de
fermentacion de Aspergillus niger, Actinomadura roseorufa, y Saccharopolyspora
erythraea (Berovi€ et al., 1991; Cho et al., 2002b; Warren et al., 1995).

La aireacion es un factor critico en la fermentacion sumergida a gran escala (Albaek et al.,
2011). La adecuada oxigenacion del medio de fermentacion es esencial para asegurar un
suministro suficiente de oxigeno a todas las células fungicas presentes en el cultivo. Esto
es particularmente relevante en sistemas de fermentacion de gran volumen, donde se
requiere una buena aireacion para asegurar un crecimiento uniforme y una produccién
Optima de metabolitos (Issaly et al., 2005; Tlecuitl-Beristain et al., 2010). Dependiendo de
las etapas de crecimiento y produccion de Penicillium spp., asi como de los requisitos
metabdlicos, la aireacién puede variar en intensidad, frecuencia y duracion. Esto permite
una flexibilidad en el control del proceso de fermentacion y la optimizacién de las

condiciones de crecimiento y produccion (Albaek et al., 2011; Cho et al., 2002b).






2.Capitulo 2. Efecto del calcio y de los
casaminoacidos sobre la produccién y
calidad de conidios y biomasa de
Penicillium sp. HC1 en fermentacién
sumergida

2.1 Introduccidn

Penicillium sp. HC1, es un hongo que presenta actividad celulolitica y xilanolitica, fue
seleccionado como resultado de un estudio de microorganismos celuloliticos aislados de
suelos rizosféricos de cultivos de arroz ubicados en los departamentos de Tolima y Meta,
Colombia. La alianza Biocultivos S.A. y la Universidad Nacional de Colombia a través del
Instituto de Biotecnologia — IBUN, eligieron este hongo para la formulacién de un inoculante
el cual es producido en medio de cultivo sumergido. Los antecedentes del grupo de
investigacion permitieron contribuir al desarrollo del medio de cultivo estdndar y a
establecer las condiciones de operacién con las cuales se obtienen los mejores resultados
en el proceso actual del bioinsumo. A pesar de las multiples investigaciones, la produccién
de conidios no es la 6ptima ni con la calidad requerida para el proceso a gran escala.
Varios factores como la composicion del medio de cultivo, incluyendo los nutrientes,
fuentes y/o limitaciones de carbono y nitrégeno, son cruciales para inducir la formacion de
conidios (Mukherjee & Ghorai, 2023). Algunos de estos ya han sido estudiados y han
permitido mayor entendimiento del comportamiento del organismo. Otros factores como la
adicion de calcio, la adiciébn de otros suplementos, la acumulacién de metabolitos

secundarios y el oxigeno disponible, no se han profundizado aun para la cepa de interés.

Por un lado, el calcio ha surgido como un factor crucial en la produccién de conidios y
biomasa de Penicillium spp. Numerosos estudios han revelado la influencia significativa de
los niveles de calcio en diferentes etapas del ciclo de vida del hongo. Encontrar la fuente y

la concentracion ideal de calcio en el medio de cultivo puede variar segun la especie de



34 Titulo de la tesis o trabajo de investigacion

Penicillium y las condiciones de fermentacién. Un exceso de calcio puede tener efectos
negativos, como la formacion de precipitados insolubles o la formacion de pellets, mientras
gue una deficiencia de calcio puede afectar el crecimiento y la produccion de metabolitos
(Krull et al., 2013; Lange & Peiter, 2020; Pascual et al., 1997). Por lo anterior, se hace
necesario optimizar la concentracion de calcio en el medio de cultivo durante la
fermentacion sumergida, incluso antes de considerar cualquier otro nutriente (D. Pitt &
Poole, 1981; U. Ugalde & Pitt, 1983). Esto se puede lograr mediante la adicién de fuentes
de calcio adecuadas, como cloruro de calcio o carbonato de calcio, y monitoreando la
respuesta de la cepa especifica utilizada en términos de crecimiento y produccion de
metabolitos deseados.

Por otra parte, los casaminoacidos son una mezcla de aminoacidos libres y de péptidos
(Shora et al., 2021). Esta caracteristica hace que sea una fuente de nitrégeno organico
facilmente asimilable para los organismos, lo que se traduce en un mayor crecimiento y
produccion de biomasa (Kobori etal.,, 2015). En particular, en el caso del género
Penicillium, se ha observado que el uso de casaminoacidos puede tener un efecto
significativo en el crecimiento y la produccion de compuestos bioactivos (Méndez Zavala
et al., 2007). Los aminoacidos contenidos en los casaminoacidos tienen la capacidad de
servir como precursores para la sintesis de proteinas y otros componentes celulares
esenciales; este aporte puede contribuir a mantener la integridad y funcionalidad de las
células de Penicillium, lo que representa una mayor viabilidad y longevidad celular durante

el proceso de fermentacion (Cliquet & Jackson, 2005).

En este capitulo, se explorara la importancia del calcio y los casaminoacidos, su interaccion
con Penicillium sp. HC1 en fermentacion sumergida, con el objetivo de proporcionar una
vision mas profunda de los efectos y la influencia de estos compuestos sobre la produccion

de conidios y biomasa.

2.2 Materiales y métodos

2.2.1 Banco de trabajo

Los conidios del aislamiento de Penicillium sp. HC1, se mantienen conservados a una
temperatura de -20°C en el banco de genes y cepas del Instituto de Biotecnologia de la

Universidad Nacional de Colombia - IBUN. A partir de una muestra de este banco, se cre6
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un banco secundario de la siguiente manera. Se tomd una muestra de microorganismo
conservado y se reactivé en medio PDA, posteriormente se incub6 a una temperatura de
28+ 2 °C durante 7 dias. Luego se obtuvo una suspension de conidios en una solucién
salina al 0,85% (p/v) adicionada de Tween 80 al 0,1% (v/v). La suspension obtenida se
mezclé con glicerol al 20% (v/v) como agente protector contra el congelamiento, se dividié

en microviales en porciones de 1 mL y se congel6 a -20°C.

2.2.2 Tren de inoculacioén

La produccion de Penicillium sp. HC1 se llevé a cabo en un tren de inoculacion que consta

de tres fases: preindculo, inoculo y fermentacion.

* Preinéculo
El preinéculo consisti6 en una suspension conidial. En primer lugar, se reactivd el
microorganismo tomando un vial del banco secundario y sembrandolo en medio PDA,
luego, se incubd a 28+ 2°C por 4 dias. Despues, se raspo la caja esporulada y se mezcl6
en Tween 80 al 0,1% (v/v) con 0,85% (p/v) de solucién salina, esta suspensién conidial fue
ajustada a una concentracion de 108 conidios/mL vy filtrada para eliminar fragmentos de

micelio.

= |n6culo
El inéculo consistié en un Erlenmeyer de 250 mL en donde se prepararon 200 mL de medio
de caldo de arroz (ver Anexo A) al cual se le adicionaron 12 mL de la suspensién conidial
obtenida como se describi6 anteriormente, para mantener una relacioén del 6% del in6culo
respecto al volumen final de trabajo, junto con 100 ug/L de cloranfenicol para controlar y

reducir el riesgo de contaminacion. Luego, se incub6 a 28 + 2 °C, 300 rpm durante 2 dias.

* Fermentacion
La fermentacion es el punto del tren en donde se obtiene el producto final de Penicillium
sp. HC1. Utilizando Erlenmeyer de 1000 mL se adicionaron 30 mL del in6culo para
mantener la relacion del 6% en diferentes medios estudiados (ver Anexo A), cada uno para

un volumen final de 500 mL de producto. Se incub6 a 28 + 2 °C y 300 rpm durante 7 dias.
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2.2.3 Condiciones y medios de cultivo

En primer lugar, se realiz6 la fermentacién en el medio de cultivo base (MB) para la
producciéon de Penicillium sp. HC1, este es el medio estandarizado por el grupo de
investigacion de Bioprospeccion y Bioprocesos del Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional de Colombia — IBUN (Ver Anexo A). EI MB se tom6 como referencia
y punto de partida para el disefio experimental y el andlisis de resultados. Todos los

ensayos se realizaron por triplicado.
Efecto del calcio

Los ensayos para evaluar los efectos que tiene el ion calcio sobre la produccién de conidios
de Penicillium sp. HC1 se llevaron a cabo usando cloruro de calcio (CaCly).

El disefio experimental se propuso variando la concentracion de CaCl, en el medio de
cultivo. Se tomé como referencia la composicion del medio base (MB), reemplazando el
CaCOs por el CaCl; en las tres (3) concentraciones. Las concentraciones de CacCl, fueron:
29/L,4g/Ly6 g/L (Ver Anexo A).

Efecto de los casaminoacidos

Los ensayos para evaluar los efectos que tiene los casaminoacidos sobre la produccién
de conidios de Penicillium sp. HC1 se llevaron a cabo usando OmniPur ® Casamino Acids
— CAS 65072-00-6 — Calbiochem (Marca Millipore). La ficha técnica del reactivo indica que

contiene un 55% de nitrégeno total y un 40% de cenizas.

El disefio experimental consistio en cuatro medios de cultivo, los dos primeros (E1)
contienen la concentracién mas baja de casaminodcidos, 1,3 g/L, uno de estos medios es
el propuesto por Cliquet y Jackson (2005) al cual se le llamé MAC — E1, y el otro es el
medio base utilizado en la actualidad con la modificacién de sacarosa por glucosa a una
concentracion de 8 g/L y la adicion de los casaminoacidos, MBC — E1. Los otros dos
medios (E2) fueron los que presentan la mayor concentracion de casaminoacidos, 13 g/L,
de la misma manera, uno es el medio de los investigadores Cliquet y Jackson (2005), este
fue nombrado MAC — E2, y el otro es el medio base modificado con glucosa a 8 g/L y los

casaminoacidos, MBC — E2 (Ver Anexo A).

» Efecto de aminoé&cidos de prueba
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Posterior al andlisis de los casaminoacidos, se decidid probar una alternativa utilizando
Megaplex Creatine Power (marca Nutramerican Pharma), un suplemento elaborado con
proteina de lactosuero, con un éptimo perfil de aminoacidos de cadena ramificada y

glutamina. A este compuesto se le denomindé Aminoacidos de Prueba (AP).

La fermentacién llamada MBAP se hizo con la modificacion del medio base utilizando los
AP a una concentracion de 13 g/L y glucosa a 8 g/L, esto con la finalidad de tener en

contraste los resultados utilizando los casaminodcidos y los AP.

= Efecto de vitaminas
Finalmente, se propuso evaluar la influencia de las vitaminas utilizando tiamina, riboflavina,
pantotenato, niacina, piridoxamina, acido tidtico, acido félico, biotina y vitamina Biz, todas
ellas a la concentracion propuesta por la investigacién de Cliquet y Jackson (2005). Estas
fueron: Tiamina, riboflavina, pantotenato de calcio, niacina, piridoxina, 4cido tiético, todas
a una concentracion de 0,5 g/L, y acido félico, biotina y vitamina B12 a una concentracion
de 0,05 g/L.

El montaje experimental consistio en la fermentacién en el medio MBC — E2 con la adicion
de las vitaminas, a lo cual se le denomin6é MBC VIT, y otra fermentacién utilizando el medio
MBAP modificado de la misma manera con las vitaminas a las mismas concentraciones, a
la cual se le llamé MBAP VIT (Ver Anexo A).

Tabla 2-1. Resumen de los medios de cultivo estudiados en el capitulo 2.

Nombre del .
Ensayo ] . Caracteristica
medio de cultivo
5 2g/L 2 g/L de CaClz
Evaluacion efecto
_ 4 g/L 4 g/L de CaCl:
del calcio
6 g/L 6 g/L de CaClz
) El E2
Evaluacion efecto _ ) ) _
_ ) MAC 1,3 g/L casaminoacidos 13 g/L casaminoacidos
de casaminoécidos ) ) ) )
MBC 1,3 g/L casaminoacidos 13 g/L casaminoacidos
Evaluacion efecto .
MBAP 13 g/L aminoacidos de prueba (AP)
de AP
Efecto de MBC VIT 13 g/L casaminoacidos + Vitaminas

vitaminas MBAP VIT 13 g/L AP + Vitaminas
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2.2.4 Variables de respuesta

Se midieron las siguientes variables de respuesta en todos los ensayos propuestos. Estas
fueron: concentracion de conidios (conidios/mL), biomasa (UFC/mL), viabilidad (%

germinacion), tolerancia al estrés térmico a 50+ 2°C (% germinacion) y pureza (%).

» Determinacién de la concentracién de conidios (conidios/mL). Se tomd una
alicuota de 20 uL de la muestra directa y se puso en la cAmara de Neubauer para
el conteo por duplicado de conidios. Se evalu6 a diario durante los 7 dias de la
fermentacion. La ecuacion 2.1 muestra el calculo de los conidios utilizando la

camara de Neubauer (Santos Diaz et al., 2022).

Conidios __ Recuento obtenido

=— * Factor de dilucién * Factor de la cAmara (2.1)
ml Numero de cuadros contados

» Determinacién de biomasa (UFC/mL). Pasados 3 dias del inicio de la
fermentacion se recolecté 1 mL por cada réplica y se realizaron las diluciones 1073,
10* y 10° utilizando Tween 80 al 0,1% (v/v) con 0,85% (p/v) de solucién salina y
agitando con Vortex durante 15 segundos, se tomé una alicuota de 100 pL de cada
una de las diluciones para ser sembrada en cajas de Petri con PDA, y estas fueron
llevadas a incubacion a 28 + 2 °C. Pasadas 24 a 36 horas, se realizé el conteo por
Unidades Formadoras de Colonia (UFC) por medio de método de recuento en placa
— siembra en superficie (ISO 4833-1:2013) (Santos Diaz et al., 2022). Esta variable

se evalué a partir del dia 3 a diario hasta finalizar la fermentacion.

(N\imero de colonias contadas*l)
UFC - Factor de dilucion (2 2)
mL Volumen sembrado

= Determinacién de la viabilidad de los conidios (% germinacién). Se evaluo el
porcentaje de germinacién en agar-agua. Primero se tomaron las muestras de cada
una de las fermentaciones y se filtraron en algoddn esterilizado para eliminar
fragmentos de micelio, se lavd dos veces con solucién salina al 0,85% (p/v) y
Tween 80 al 0,1% (v/v) llevandolo a centrifugacion durante 30 minutos, y se ajusto
la concentraciéon a 10° conidios/mL. Se sembraron tres alicuotas de 20uL en una
caja de agar-aguay se incubaron a 25+ 2°C durante 16 horas. Pasado este tiempo,

se frené el crecimiento con 10 uL de azul de lactofenol. La lectura se realiz6 en un
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microscopio éptico con el objetivo 40X, empleando el nUmero de campos minimos
de lectura en los que se logré una cantidad minima o igual de 100 conidios entre
germinados y no germinados, por cada réplica. Un conidio se consideré germinado
si la longitud del tubo germinativo era igual o sobrepasaba el diametro del conidio
(Santos Diaz et al., 2022). El porcentaje de germinacion fue calculado como la
relacién entre conidios germinados y el total de conidios contados (ecuacion 2.3).

Se evalud a partir del dia 3 a diario hasta finalizar la fermentacion.

Germinacion (%) = Lconidios germinados x 100 (2.3)

Y.conidios germinados + Y.conidios NO germinados

» Determinacién de la tolerancia a estrés térmico de los conidios (%
germinacion). De la misma manera que se hizo para la determinacion de viabilidad
de los conidios, se tomaron muestras de las fermentaciones para ser filtradas en
algodon esterilizado, centrifugadas, lavadas dos veces y concentradas para ajustar
a 10° conidios/mL. Se tomaron alicuotas de 1 mL de la suspension, se sometieron
a una temperatura de 50+ 5°C por una hora. El control fue una alicuota de una
suspension a temperatura ambiente de cada una de las fermentaciones. Pasada la
hora, se sembraron alicuotas de 20uL y se evalué el porcentaje de germinacion
sembrando en agar-agua y evaluando al dia siguiente adicionando 10 pL de azul
de lactofenol (Metodologia modificada de Garcia-Rico et al., 2011 y usada por
Gutiérrez Rojas, 2017). Asi, la tolerancia se expresa en porcentaje de germinacion
relativo al control no expuesto a la condicion de estrés térmico (ecuaciéon 2.4). Se
realizé por triplicado. Se evalué a partir del dia 3 a diario hasta finalizar la

fermentacion.

%Germinacion expuesto a estrés térmico
%Germinacién NO expuesto a estrés térmico

100 (2.4)

Germinacion relativa (%) =

= Determinacién de la pureza (%). Se tomé como un indicador del producto final.
Terminada la fermentacion, se tomé 1 mL de la produccion y se realizaron las
diluciones 10 y 102 en solucién salina estéril al 0,85% (p/v) y Tween 80 al 0,1%

(v/v), luego, se tomaron 100 uL de cada dilucién y se sembraron en cajas de Petri
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con medio nutritivo. Pasadas 24 horas, se realiza el conteo de UFC asociada a la

formacion de contaminantes. Se expresa en porcentaje de pureza.

Pureza (%) _ UFC de contaminantes +100 (25)

" UFC de principio activo + UFC de contaminantes

2.2.5 Procesamiento de datos y analisis estadistico

Los indicadores fueron: conidios maximos (conidios/mL), productividad de conidios
(conidios/mL/hora), biomasa maxima (UFC/mL) y productividad de biomasa
(UFC/mL/hora).

Se utilizé SigmaPlot edicién 15 y GraphPad Prism 8 para la construccién de las graficas.
El andlisis estadistico establecid si existian diferencias entre los tratamientos en la
evaluacion de la relacion de: viabilidad, tolerancia térmica, conidios maximos,
productividad de conidios, biomasa maxima y productividad de biomasa. Se utilizé una
prueba ANOVA de un factor seguida de una prueba Post-Hoc de Tukey para comparacién
de medias con un nivel de confianza del 95%, en el programa estadistico IBM SPSS
Statistics ® 21.0.

2.3 Resultados y discusion

2.3.1 Medio base

El grupo de investigacion de Bioprospeccion y Bioprocesos del Instituto de Biotecnologia
de la Universidad Nacional de Colombia — IBUN estandariz6 un medio de cultivo liquido
para la produccién de Penicillium sp. HC1. Este medio base (MB) es el que se tom6 como
punto de partida para la construccion del disefio experimental y es el punto de referencia
para comparar y mejorar producto obtenido en la actualidad. Es importante recordar que
la fuente de calcio del control es CaCOsa una concentracion de 0,5 g/L. Es asi, como en
primera instancia se desarroll6 la fermentacion con este medio base (MB) obteniendo la
cinética de produccion de conidios y biomasa durante 168 horas correspondientes a 7 dias

de fermentacion.



Capitulo 41

La Figura 2-1 muestra que la mayor produccion de conidios se da a las 168 horas
obteniendo una concentracion de Logio 5,27+0,20 conidios/mL. Sin embargo, se evidencia
una tendencia constante desde el primer dia y la produccién de conidios no cambia
significativamente durante los dias de la fermentacion. Por otro lado, la produccion de
biomasa si muestra un incremento con el paso de los dias, alcanzando su mayor dato entre
las 144 y las 168 horas, con un valor de Logio 5,84+0,09 UFC/mL.
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Figura 2-1: Cinética de produccién de conidios y biomasa de Penicillium sp. HC1 en medio base
(MB).

2.3.2 Evaluacion del efecto del calcio

La presencia y disponibilidad adecuada de calcio en el entorno de crecimiento de los
hongos Penicillium puede tener un impacto significativo en su desarrollo y metabolismo
como se mostré en la revision de literatura. Las concentraciones de calcio reportadas como
inductoras de la conidiogénesis en distintas especies de Penicillium varian en un rango
gue va desde 0,02 hasta 50 g/L (Macias Camacho, 2017). No obstante, los datos mas
frecuentes son los del CaCl, y se encuentran en concentraciones inferiores a 10 g/L. Es
asi como metodoldgicamente se proyecté reemplazar el CaCOs3 por CaCl, al medio base y

variar su concentracion.

Ahora bien, la Figura 2-2 muestra las cinéticas de produccién de conidios y biomasa para

las tres concentraciones de cloruro de calcio estudiadas.
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Figura 2-2: Cinética de produccion de conidios y biomasa de Penicillium sp. HC1 en diferentes
medios sumergidos (A) 2 g/L CaClz (B) 4 g/L CaClz (C) 6 g/L CaCla.

Efecto sobre la produccién de conidios

Es valido recodar que la concentracion maxima de conidios para el medio base (MB) fue
de Logio 5,27+0,20 conidios/mL. Luego, gracias a la Figura 2-3, se logra evidenciar que la
maxima produccién de conidios se presentd en el ensayo con 4 g/L de CaCl, pasadas 168
horas desde el inicio de la fermentacion y obteniendo una concentracion de Logio
5,8310,17 conidios/mL.

La productividad de conidios para el medio base (MB) fue de Logic 0,035+0,006
conidios/mL/hora. La tasa de productividad no representa diferencia significativa entre
muestras, sin embargo, el ensayo con 6 g/L de CaCl, fue el que presentd6 mayor

productividad de conidios con un valor de Logi00,039+0,006 conidios/mL/hora.
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Figura 2-3: Conidios maximos y productividad de conidios maximos de Penicillium sp. HC1 en
diferentes medios sumergidos: MB - 2 g/L — 4 g/L — 6 g/L CaClz. Las letras iguales no difieren

significativamente segun la prueba de Tukey (Significancia al 95%).

Lo primero a destacar es que se mejoré un poco la produccion de conidios con la
implementacién del CaCl,; en el sistema. A pesar de que el mejor resultado de
concentracion de conidios se obtuvo con el ensayo que tenia 4 g/L de CaCls, la tasa de

productividad de conidios no presento diferencia significativa.

Se ha observado que el calcio induce la esporulacién en cultivos sumergidos de distintas
especies de Penicillium cuando crecen en medios con una alta relacion C/N (U. O. Ugalde
& Pitt, 1986). Por ejemplo, unarelacion C/N de 8:5y 10mM de Ca2+ promueve la formacion
de conidios (Foster et al., 1946; Pitt & Poole, 1981; U. Ugalde & Pitt, 1983). Este fenbmeno
también se observo en las especies P. griseofulvum y P. chysogenum, donde la produccion
de conidios es inducida por medios libres de nitrégeno con altas concentraciones de calcio
y azlcar (Morton, 1961). Otros autores como Pitt y Mosley (1986) investigaron el efecto de
la adicion de calcio en la conidiogénesis y su relacion con el ciclo del acido tricarboxilico
(TCA) en Penicillium notatum, aqui descubrieron que la formaciéon de conidios en P.
notatum puede ocurrir en presencia de ciertos intermediarios del TCA, aminoacidos o
glicerol. Estos descubrimientos sugieren que el mecanismo por el cual el calcio induce la
conidiogénesis esta relacionado con la interrupcién de mdltiples vias en la glicdlisis, el
catabolismo de carbohidratos y la funcion mitocondrial. Esta disrupcién conduce a un
desequilibrio en la produccién de energia y desencadena el proceso de conidiogénesis (D.
Pitt & Mosley, 1986; Roy et al., 2021).

Por otro lado, trabajos como los de Pascual y colaboradores (1997) no produjeron

esporulaciéon cuando P. oxalicum se cultivd en un medio con diferentes cantidades de
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calcio. Los investigadores concluyeron que cuando no hay calcio presente en el medio de
cultivo, sélo el agotamiento total del nitrégeno es capaz de estimular la esporulacion. Por
el contrario, cuando el calcio esta presente, es posible obtener la esporulacién, pero sélo
a valores determinados por la relacion C/N del medio (Pascual et al., 1997). Otras cepas
como P. crustosum que dan altos rendimientos de produccion de toxinas, asociadas con
una esporulacion considerable, parecen insensibles a los iones de calcio en cultivo
sumergido (Day et al., 1980; Ibba et al., 1987). Relacionando lo anteriormente expuesto
con los resultados obtenidos en esta investigacion, se podria argumentar que los conidios
gue se generaron en las fermentaciones pudieron ser inducidos por otros factores como la
fuente de nitrdgeno o carbono del medio, y de esta manera, parece ser que la presencia
del calcio no fue influyente para la induccion de la conidiogénesis, lo cual, se ve reflejado
en la Figura 2-3, al no presentar diferencia significativa en la tasa de produccién de conidios

entre los ensayos.
Efecto sobre el crecimiento

La biomasa méaxima en el medio base (MB) fue de Logio 5,84+0,09 UFC/mL. A pesar de
gue no tuvieron diferencias significativas (ver Figura 2-4), los datos del montaje
experimental para el calcio fueron inferiores, obteniendo para 2 g/L de CaCl; una
concentracion de Logio 5,5940,22 UFC/mL, para 4 g/L de CaCl, fue de Logio 5,79+0,18
UFC/mL, y para 6 g/L de CaCl,, Logio 5,69+0,08 UFC/mL.

La productividad de biomasa para el medio base (MB) fue de Logic 0,037+0,004
UFC/mL/hora. Este indicador no tuvo diferencias significativas entre los tratamientos
estudiados, sin embargo, la mayor productividad de biomasa la present6 el ensayo con 4
g/L de CaCl:con un valor de Logio 0,047+0,010 UFC/mL/hora.
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Figura 2-4: Biomasa maxima y productividad de biomasa maxima de Penicillium sp. HC1 en
diferentes medios sumergidos: MB - 2 g/L — 4 g/L — 6 g/L CaCla.

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta parte del trabajo investigativo, no se
present6 mejoria en los rendimientos de produccién de biomasa del sistema comparados

con lo producido en el control.

Un aspecto relevante para mencionar dentro de lo experimental es que en algunos de los
ensayos con 6 g/L de CaCl, se veia al fondo de los Erlenmeyer la formacion de lo que
parecian precipitados o pellets dispersos, no en una gran cantidad. Es importante tener
en cuenta que la concentraciéon 6ptima de calcio en el medio de cultivo puede variar
dependiendo de la especie especifica de Penicillium y las condiciones de fermentacion.
Demasiado calcio puede tener efectos negativos, como la formacién de precipitados
insolubles, o formacién de pellets, mientras que una deficiencia de calcio puede afectar el
crecimiento y la produccion de metabolitos (Krull et al., 2013; Lange & Peiter, 2020;
Pascual et al., 1997). Da la impresion de que concentraciones mayores a 6 g/L de CaCl,
en este sistema podrian tener efectos negativos por la presunta formacién de precipitados.

Lo anterior representaria un aumento de biomasa en el sistema y una reduccién de
conidiacion, esto es explicado por Pascual (1997), cuando su fermentacién produjo un
aumento del tamafio de los granulos de micelio, pero una reduccion del indice de
esporulacién, ya que la esporulacion sélo se produce en la superficie de los granulos.
Adicionalmente, la formacién de pellets y precipitados pueden representar cambios en la
reologia del sistema y dificultar el control de variables en la produccién a gran escala
(Rodriguez Porcel et al., 2023).

Efecto sobre la viabilidad y tolerancia térmica de los conidios a 50°C

Los conidios obtenidos en los medios evaluados fueron sometidos a evaluacién de
tolerancia a estrés térmico a 50+5°C. Se escogi6 esta condicion de estrés teniendo en
cuenta los resultados de Gutiérrez (2017), ya que los conidios responden directamente
proporcional al estrés térmico, oxidativo y a la radiaciéon UV, es decir, los conidios més

tolerantes a una condicion de estrés lo son para las otras dos.
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Los resultados logrados se muestran en la figura 2-5 para cada concentracion evaluada.
La viabilidad no presenta diferencia significativa entre ensayos. El medio base (MB) posee
un porcentaje de germinacion de 51+2%, mientras que para 2 g/L, 4 g/L y 6 g/L de CaCl,

se obtuvieron 48+3%, 47+6% y 50+2% de germinacién respectivamente.

El porcentaje de germinacion relativo al control de los conidios obtenidos para el medio
base (MB) fue de 30+£3%. Para los ensayos de 2 g/L, 4 g/L y 6 g/L de CaCl,fue de 32+6%,
22+3% y 20+1% respectivamente. Estos valores son los correspondientes a la tolerancia
térmica, la cual vale la pena recordar que corresponde a la viabilidad después del choque

térmico.
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Figura 2-5: Viabilidad y tolerancia térmica de Penicillium sp. HC1 en diferentes medios sumergidos:
MB - 2 g/lL — 4 g/L — 6 g/L de CaCl. Las letras iguales representan los grupos que no difieren

significativamente segun la prueba de Tukey (Significancia al 95%).

Los resultados indican que no hay cambios destacables en cuanto a los porcentajes de
germinacion entre los ensayos. Sin embargo, la tolerancia térmica si se vio afectada,
obteniendo resultados desfavorables para la mayoria de los ensayos con CaCl,, sélo la

concentracion de 2 g/L fue ligeramente superior al control.

El calcio desempefia multiples funciones dentro de las células fungicas, siendo esencial
para el mantenimiento de la integridad de las paredes celulares y la regulaciéon de diversos
procesos fisiologicos (Lange & Peiter, 2020). Se ha comprobado que el calcio participa en
la sintesis y fortalecimiento de la pared celular de los hongos Penicillium (Roncal & Ugalde,
2003). La pared celular es una estructura protectora que rodea a las células fangicas y le
confiere rigidez y resistencia. El calcio interviene en la formacién de enlaces cruzados entre

los componentes de la pared celular, como la quitina y las proteinas, lo que contribuye a



Capitulo 47

su estabilidad y resistencia a condiciones adversas (U. O. Ugalde etal., 1990).
Adicionalmente, el calcio juega un papel crucial en la regulacién de la sefalizacién
intracelular en Penicillium. Actla como un mensajero secundario en diversas vias de
transduccién de sefales, transmitiendo informacion dentro de la célula y regulando la
expresion génica y la actividad enziméatica (Boyle, 2005; Wang et al., 2021). Estas sefiales
son fundamentales para la respuesta de los hongos a cambios ambientales, como la

disponibilidad de nutrientes y el estrés abi6tico (M. Chen et al., 2022; Reddy et al., 2011).

Por lo anterior, mantener una cantidad adecuada de calcio en el medio de cultivo aumenta
la capacidad de resistencia de Penicillium spp. frente a condiciones adversas de
temperatura, cambios de pH y estrés osmdtico. Integrando lo mencionado con los
resultados de esta investigacion, no se puede determinar una condicién 6ptima de calcio
para aumentar la tolerancia a estrés térmico, y aunque el sistema con 2 g/L fue el que
obtuvo apenas unos grados de tolerancia térmica por encima del control, todos los datos
obtenidos en realidad estan por debajo del 40% de germinacion relativa. Luego,
concentraciones superiores a los 4 g/L de CaCl, no se recomiendan en este sistema, pues
representan tolerancia térmica por debajo de los 22% de germinacion relativa, lo que

resulta en la reduccién de la calidad del producto final.

Por otro lado, los medios de cultivo en todos los ensayos presentados en este capitulo
tienen una solucién de microelementos (ver Anexo A), estos compuestos puede que se
hayan relacionado con los iones calcio y puede que hayan influido en los resultados
obtenidos. Se sabe que el calcio puede interactuar con otros nutrientes presentes en el
medio de fermentacién, como los micronutrientes y los iones metélicos, estas interacciones
pueden influir en la disponibilidad y la absorcién de otros nutrientes esenciales para el
crecimiento y metabolismo del organismo (Hadley & Harrold, 1958; Lange & Peiter, 2020).
De la literatura se sabe que el calcio esta involucrado en la regulacion de la homeostasis
i6nica en las células flungicas (Lange & Peiter, 2020; Tisi et al., 2016). Juega un rol en el
equilibrio y la regulacién de otros iones, como el potasio y el sodio, que son esenciales

para muchas funciones celulares (Lange & Peiter, 2020).

El pH de los montajes no se controld, pero se monitoreo. En general, se mantuvo constante

entre 5,0 y 6,0. Dado que los hongos filamentosos como Penicillium pueden secretar
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acidos organicos como resultado de su metabolismo, el calcio podria neutralizar y regular

el pH del medio de fermentacién (Scervino et al., 2011; Vrabl et al., 2012).

Aunque se aumento la concentracién de conidios al utilizar 4 g/L de CaCl, como se vio en
la Figura 2-3, en ese mismo sistema se redujo la tolerancia térmica (ver Figura 2-5), lo cual
no es muy conveniente, pues reduce la calidad del bioinsumo. Para sintetizar, los
resultados indican que el CaCl; no tiene influencia significativa en contraste con el CaCOs
usado en el medio base y, por lo tanto, se decide continuar con el medio estandarizado sin

modificacion alguna.

2.3.3 Evaluacion del efecto de casaminoacidos

Los casaminoacidos provienen de la hidrélisis de la caseina, una proteina presente en la
leche. Especificamente, la hidrélisis es el proceso en el cual se rompen los enlaces
peptidicos de la proteina y se obtienen aminoécidos individuales. Los aminoacidos son los
bloques de construccion de las proteinas y desempefian un papel fundamental en
numerosos procesos bioldgicos. Los casaminoacidos son una fuente concentrada vy
equilibrada de aminoacidos y se utilizan principalmente como suplemento nutricional para

el crecimiento de microorganismos y células en cultivo (Kobori et al., 2015).

El disefio experimental de esta parte de la investigaciébn se propuso para estudiar dos
concentraciones de casaminodcidos: E1 = 1,3 g/L y E2 = 13 g/L; y dos medios de cultivos:
MAC = Medio del articulo de Cliquet y Jackson (2005) y MBC = Medio base moadificado
con Casaminoacidos. Todos los montajes se realizaron por triplicado. Las cinéticas de

produccion de conidios y biomasa se muestran en la Figura 2-6.
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Figura 2-6: Cinética de produccion de conidios y biomasa. (A) MAC - E1 con 1,3 g/L
casaminodacidos (B) MBC — E1 con 1,3 g/L casaminoacidos (C) MAC - E2 con 13 g/L
casaminodcidos (D) MBC — E2 con 13 g/L casaminoacidos.

Efecto sobre la produccién de conidios

La produccién de conidios maxima se dio en los medios base modificados con

casaminoacidos (MBC). Se obtuvo Logio 5,70+0,24 conidios/mL y Logio 5,86+0,13

conidios/mL para los medios MAC — E1 y MBC — E1 respectivamente, correspondientes a

los medios con baja concentracion de casaminoacidos. Mientras que, se logré Logio
5,61+0,09 conidios/mL para el medio MAC — E2 y Logio 5,85+0,17 conidios/mL para MBC

— E2. El uso de casaminocidos representa un aumento en la produccion de conidios de

hasta 11%.
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La productividad de conidios no tiene diferencia significativa entre tratamientos. Para MAC
— E1 fue de Log100,040+0,005 conidios/mL/hora, para MBC — E1 fue de Log100,041+0,007
conidios/mL/hora. Mientras que para MAC — E2 fue de Log100,048+0,009 conidios/mL/hora
y para MBC — E2 de Logi0,049+0,001 conidios/mL/hora.
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Figura 2-7: Conidios maximos y productividad de conidios maximos de Penicillium sp. HC1 en
diferentes medios en cultivos sumergidos: MAC — E1, MBC — E1, MAC — E2 y MBC — E2. Las letras
iguales representan los grupos que no difieren significativamente segun la prueba de Tukey
(Significancia al 95%).

Los resultados obtenidos revelan un aumento en la produccién de conidios de Penicillium
sp. HC1 usando casaminoacidos para todos los casos. El medio MBC — E1 fue el que
obtuvo la produccién de conidios mas alta, seguido por MBC — E2. A pesar de lo anterior,
la tasa de productividad de conidios no tuvo diferencias relevantes entre los medios

estudiados.

Lo interesante de este punto del analisis es que uno de los mejores resultados obtenidos
fue con la concentracion baja de casaminoacidos (1,3 g/L) y el otro con la concentracion
alta (13 g/L), pero ambos fueron con la modificacion del medio base, esto quiere decir que,
seguramente los demas componentes que conforman el medio base (ver Anexo A), en

interaccion con los casaminoacidos promovieron la conidiacion.

Efecto sobre el crecimiento

La produccion maxima de biomasa se dio en el medio MAC — E2. Los resultados logrados
fueron Logio 6,11+0,20 UFC/mL para MAC — E1 y Logio 5,79+0,05 UFC/mL para MBC —
El. Luego, los medios con la mayor concentracion de casaminoacidos obtuvieron Logio
6,22+0,15 UFC/mL para MAC — E2 como el mejor resultado para esta experimentacion y
Logio 5,97+0,06 UFC/mL para MBC — E2. El uso de casaminoé&cidos representa un

aumento en la produccion de biomasa de hasta el 6%.
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La productividad de biomasa no tuvo diferencias significativas entre tratamiento, sin
embargo, el medio MAC — E1 obtuvo los mejores resultados con un valor de Logio
0.047+0,015 UFC/mL/hora, superando los Logio 0,038+0,004 UFC/mL/hora de MBC - E1,
los Logio 0,041+0,003 UFC/mL/hora de MAC — E2 vy los Logio 0,036+0,000 UFC/mL/hora
del medio MBC — E2. Vale la pena tener presente que la productividad para el medio de
control (MB) fue de Logio 0,037+0,004 UFC/mL/hora.

MB
MAC-E1
MBC-E1
MAC-E2
MBC - E2

MB
MAC-E1
MBC-E1
MAC-E2
MBC - E2

Productividad UFC/mL/hora
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Figura 2-8: Biomasa maxima y productividad de biomasa maxima de Penicillium sp. HC1 en
diferentes medios en cultivos sumergidos: MAC — E1, MBC —E1, MAC - E2y MBC — E2. Las letras
iguales representan los grupos que no difieren significativamente segin la prueba de Tukey
(Significancia al 95%).

Los resultados sefialan que los sistemas con la mayor concentraciéon de casaminoacidos
producen mas biomasa de Penicillium sp. HC1. Esto se evidencia porque los dos sistemas
E2 son estadisticamente diferentes al control, mientras que para la concentracién mas baja
de casaminoacidos (E1) s6lo un medio presentd diferencia. A pesar de esto, la tasa de
produccion de biomasa no aumenta con respecto a la del control en ninguno de los casos.
Ahora bien, la biomasa maxima aument6 un orden de magnitud para los medios MAC, esto
se puede visualizar facilmente en la cinética roja de la Figura 2-6. Esto sucedié quizas
porque los casaminoacidos pueden complementar otros nutrientes presentes en el medio
y proporcionar un equilibrio adecuado de nutrientes esenciales para el crecimiento éptimo
de los hongos (Rho, 2011).

Los resultados concuerdan con lo reportado en la literatura, cuando Koboriy colaboradores
(2015) definieron medios y protocolos en los cuales se favorecia la produccion de conidios
y microesclerocios sumergidos de Trichoderma harzianum en fermentaciébn sumergida
variando fuentes y concentraciones de carbono y nitrégeno, y encontraron que los medios
de cultivo que contenian melaza y casaminoacidos produjeron mas biomasa fungica, que

los medios que contenian glucosa, extracto de levadura o licor de maiz, todos a una
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relaciéon 50:1 de C/N vy una concentracién de carbono de 36 g/L. Por lo tanto, para el
sistema de interés, los casaminoacidos también ayudan a producir mas biomasa de
Penicillium sp. HC1.

Efecto sobre la viabilidad y tolerancia térmica de los conidios a 50°C
Se tomo la cinética de la viabilidad y tolerancia térmica a 50+£2°C del medio base para tener
de referencia y poder comparar con los ensayos hechos a partir de este punto dentro de

la investigacion, este se muestra en la Figura 2-9.
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Figura 2-9: Cinética viabilidad y tolerancia térmica de Penicillium sp. HC1 en el Medio Base (MB).

En general, tanto la viabilidad como la tolerancia térmica tienen una tendencia creciente
con el paso de los dias. Sin embargo, la viabilidad al finalizar la fermentacién llega apenas
a 51+2% de germinacion y la tolerancia a 30£3% de germinacién relativa. Luego, las

cinéticas para los primeros ensayos con casaminoacidos se muestran en la Figura 2-10.
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Figura 2-10: Cinética viabilidad y tolerancia térmica de Penicillium sp. HC1 en diferentes medios en
cultivos sumergidos. (A) MAC — E1 con 1,3 g/L casaminoacidos (B) MBC — E1 con 1,3 g/L
casaminodacidos (C) MAC — E2 con 13 g/L casaminoacidos (D) MBC - E2 con 13 g¢g/L

casaminoacidos.

Los medios con la mayor concentracion de casaminoacidos (E2 = 13 g/L) obtuvieron los
mayores porcentajes de germinacioén, con 65+4,51% y 60,33+6,43% para MAC — E2 y MBC
— E2 respectivamente. Mientras que MAC — E1 logr6 44,67+8,50% y MBC - E1
24,33+4,16% de germinacion, ambos por debajo del medio de control.

Por otro lado, los porcentajes de germinacién relativa fueron positivos para los medios del
articulo (MAC). El mayor porcentaje de germinacion relativa se obtuvo para MAC — E2 con
un valor de 39,67+3,51%. Este valor supera la tolerancia del medio base (MB). Los demas
medios evaluados obtuvieron datos de tolerancia térmica por debajo del de referencia. Asi
pues, MAC — E1 tuvo 26,67+4,93%, luego MBC — E1 obtuvo 14,33+2,52% y MBC — E2

20,33%4,93% de germinacion relativa.
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Figura 2-11: Viabilidad y tolerancia térmica — Dia 7 de Penicillium sp. HC1 en los medios MAC —
E1l, MBC - E1, MAC — E2 y MBC — E2. Las letras iguales representan los grupos que no difieren

significativamente segun la prueba de Tukey (Significancia al 95%).

Los resultados sefalan a los medios con la mayor concentracion de casaminoécidos como
los que aumentan la viabilidad de los conidios de Penicillium sp. HC1, esto podria suceder
gracias a los aminoacidos presentes en los casaminoacidos, ya que pueden ser utilizados
como precursores para la sintesis de proteinas y otros componentes celulares esenciales
(Bapat et al., 2006), esto puede ayudar a mantener la integridad y funcionalidad de las
células de Penicillium, lo que resulta en una mayor viabilidad y longevidad celular durante
el proceso de fermentacion (Inch et al., 1986; Jackson & Schisler, 1992; Schisler, 1991).

En contraste, la tolerancia térmica sélo mejora para los medios MAC. Esto podria estar
relacionado con alguno de los componentes de este medio. Revisando su composicion,
difiere de los deméas medios por la adiciébn de un grupo de vitaminas ademas de la
concentracion de los otros reactivos (Ver Anexo A). Parece ser que la influencia de las
vitaminas en los medios MAC podria estar influyendo en el aumento de la tolerancia
térmica de Penicillium sp. HC1. No obstante, en la literatura se reportan ensayos para
aumentar la tolerancia de las esporas y blastosporas de Paecilomyces fumosoroseus a la
desecacion donde concluyeron que los medios que contenian concentraciones de glucosa
superiores a 10 g/L y de casaminodacidos entre 13,2 g/L y 40 g/L favorecian la produccién
maéaxima de blastosporas tolerantes a la desecacion, obteniendo un 75% de supervivencia
(Cliquet & Jackson, 2005; Jackson et al., 1997). Con lo anterior, es posible también que se
mejore la tolerancia térmica de los conidios de Penicillium sp. HC1 al encontrar la relacién

y concentracion 6ptima entre la fuente de carbono y los casaminoéacidos.

Los resultados indican que la mayor concentracién de casaminoécidos, relacionado a los
13 g/L, mejora la viabilidad y la tolerancia térmica de los conidios de Penicillium sp. HC1.
Sin embargo, para que este compuesto esté considerado en los procesos industriales
puede implicar costos elevados a pesar de ser reportado como una de las fuentes de
nitrégeno mas econodmicas comparada con, por ejemplo, el extracto de levadura o los
péptidos (Shora et al., 2021). En vista de lo anterior, se propone estudiar alguna alternativa

gue reemplace los casaminoacidos y represente una reduccion en el valor del compuesto.
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2.3.4 Evaluacion del efecto de aminoacidos de prueba (AP)

Teniendo como prioridad los resultados positivos de la implementacion de los
casaminoacidos, se propuso realizar un ensayo utilizando aminoacidos de menor costo, a

los cuales se llamo dentro de esta investigacion: aminoacidos de prueba (AP).

La etigueta de los AP indica que contiene proteina concentrada de suero de leche bovina,
creatina monohidratada, hidroximetil butirato (HMB) y aminoacidos de cadena ramificada
(BCAA). Cada 100 g de proteina de lactosuero contiene los siguientes aminoacidos: acido
glutdmico (14 g), leucina BCAA (8,5 g), valina BCAA (4,5 g), isoleucina BCAA (5,2 g),
arginina (2,2 g), acido aspartico (8,7 g), cisteina (2 g), glicina (1,5 g), histidina (1,5 g), lisina
(7,8 g), alanina (4,2 g), metionina (1,8 g), fenilalanina (2,6 g), hidroxiprolina (<0,1 g), prolina
(4,9 g), serina (4,1 g), treonina (5,7 g), triptéfano (1,7 g) y tirosina (2,5 g).

La Figura 2-12 muestra las cinéticas de produccién de conidios y de biomasa para medios
con 13 g/L, uno con los aminoacidos de prueba (AP) y el otro con los casaminoacidos MBC
- E2.
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Figura 2-12: Cinética de produccion de conidios y biomasa de Penicillium sp. HC1 en diferentes
medios sumergidos. (A) MBAP (B) MBC - E2.

Efecto sobre la produccion de conidios
Los resultados demuestran que con el uso de aminoacidos de prueba se obtienen
resultados similares que usando casaminoéacidos referente a los conidios maximos y a la

productividad de conidios como se muestra en la Figura 2-13.
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Tanto MBAP como MBC — E2 se posicionan por encima del medio base (MB) en cuanto a
conidios maximos. Con el medio MBAP se obtiene Logio 5,84+0,02 conidios/mL, valor
cercano al que se obtuvo usando casaminodcidos a la misma concentracion con el medio
MBC — E2, Log105,85+0,17 conidios/mL.

La productividad de los conidios respondié de la misma manera. Se obtuvo Logio
0,049+0,000 conidios/mL/hora para el medio MBAP, cercano al valor Logio 0,049+0,001
conidios/mL/hora, obtenido para el medio MBC — E2. Estos datos resultaron superiores a
los del control que fue de L0g100,035+0,006 conidios/mL/hora.
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Figura 2-13: Conidios maximos y productividad de conidios maximos de Penicillium sp. HC1 en
diferentes medios sumergidos: MB, MBAP y MBC — E2. Las letras iguales representan los grupos

gue no difieren significativamente segun la prueba de Tukey (Significancia al 95%).

Los AP contienen acido glutamico y triptéfano. En su investigacion sobre la influencia de
los aminoé&cidos en el proceso de esporulacion de Penicillium digitatum, Zeidler y Margalith
(1973) revelaron que, al utilizar acido glutamico y aspartico como las Unicas fuentes de
nitrégeno, estos compuestos aceleraron la formacion de esporas en un periodo de tiempo
comprendido entre 10 y 12 horas. El estudio destacé que, en presencia de varios
amino&cidos, también se observa la esporulacién en microciclo y que el tript6fano aumenté
significativamente la longitud de la cadena conidial (Zeidler & Margalith, 1973). También
se encontrd en otras investigaciones, que la induccion a la conidiacion en microciclos en
cultivos agitados de Penicillium cyclopium, dependian de la presencia de acido organico,
especialmente &cido glutamico, en combinacion con glucosa (Jung et al., 2014; Pazout &

Schroder, 1988). Entonces, se puede decir que la mejora en la produccion y tasa de
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produccién de conidios de Penicillium sp. HC1 para el medio MBAP puede deberse al

efecto que tienen los aminoacidos como el acido glutamico vy el triptéfano.

Efecto sobre el crecimiento

La biomasa maxima y la productividad de biomasa no presentan diferencias significativas
entre tratamientos. El valor obtenido para el medio MBAP fue de Log106,01+0,15 UFC/mL
para la biomasa maxima y de Logi 0,036+0,001 UFC/mL/hora.
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Figura 2-14: Biomasa maxima y productividad de biomasa maxima de Penicillium sp. HC1 en
diferentes medios sumergidos: MB, MBAP y MBC — E2.

Teniendo presente la composicion de los AP adicionados en el experimento, se tiene a la
creatina como uno de los suplementos del medio MBAP. La creatina es fuente de nitrdgeno
y fue propuesta por Frivsad (1985) como un ingrediente del medio de cultivo CREA, el cual
se usa como un diferencial para las Penicillium spp. terverticiladas. El autor realizaba un
amplio estudio de la capacidad de crecimiento y de la posible formacién de acido y/o base
utilizando un gran numero de especies terverticiladas (Frivsad, 1985; Pitt & Hocking, 2009).
Ahora bien, Gutiérrez (2017), sefala las caracteristicas de Penicillium sp. HC1 en medio
liquido con la presencia de variedad de tipos de conidi6foros que van desde fidlides
solitarias hasta conidi6foros cuatriverticilados, lo que podria relacionarse a que la cretina
posiblemente funcione bien como fuente de nitrégeno y crecimiento para la especie de
estudio, sin embargo, los resultados revelan que no existe influencia significativa de la
creatina en el crecimiento de Penicillium sp. HC1 bajo las condiciones evaluadas como se
puede observar en la Figura 2-14. En la descripcion del CREA, Frivsad no citaba la razén
por la que se presentaba un buen crecimiento de algunas especies de Penicillium spp.

mientras otras parecian inhibidas (Frivsad, 1985). Algunos investigadores sugieren que
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existe una relacién filogenética mas préxima entre las especies que presentan el mismo
tipo de crecimiento en los medios con creatina (Houbraken et al., 2020; Torres-Garcia
et al., 2022).

Por otro lado, los estudios con CREA obtienen virajes acidos o basicos en los medios con
creatina debido a los diferentes metabolismos de la sacarosa y de la creatina que tienen
cada Penicillium spp (Houbraken et al., 2020). La produccién de metabolitos acidos en
estos medios se debe a la utilizacién de la sacarosa como fuente de carbono (Pitt &
Hocking, 2009), mientras que el viraje basico del medio se relacion6 con la liberacion de
amoniaco (Mukherjee & Ghorai, 2023). Pitt y Hocking citaron que esta produccion de base
se debia a la liberacion de iones de amoniaco a partir de la creatina (Pitt & Hocking, 2009).
Los hallazgos de Adour y colaboradores (2002) respecto al crecimiento de P. camemberti
y de Geotrichum candidum en un medio con peptona muestran que la liberacion de
amoniaco es posible que provenga de la desaminizacion de los aminoacidos (la creatina
en este caso) al utilizarlos como fuente de carbono (Martinez Benitez, 2003; Santos-
Ebinuma et al., 2013). Estas declaraciones podrian relacionarse con la estabilidad que tuvo
el pH en las fermentaciones de los ensayos, aungue el pH no se controld, si se monitoreo
y se mantuvo de inicio a fin entre 5,5y 6,0, presuntamente por la interaccion con la creatina
y otros componentes que estabilizaron el pH del medio, lo que resulta beneficioso para el

crecimiento de Penicillium sp. HC1.

Retomando la composicién de los AP, el aporte de aminoacidos de cadena ramificada
(BCAA) al medio de trabajo es destacable. La leucina, valina e isoleucina son aminoacidos
nutricionales importantes para la vida celular. En el 2012, Ardestani y Marzban resaltaron
el efecto que tiene la adicion de la L- isoleucina en el rendimiento y la productividad de un
proceso de fermentacién por lotes para la produccion de acido micofendlico (MPA) por
Penicillium brevicompactum. En su investigacion, determinaron que la adicion de cualquier
cantidad de L- isoleucina en el rango de 0,5 a 6 g/L hara que aumente la biosintesis de
MPA en P. brevicompactum debido a un efecto inhibidor que promueve una ruta metabdlica
para el aumento de produccion del metabolito de interés (Ardestani & Marzban, 2012). Por
otro lado, los AP también aportan otros aminoacidos como la metiotina y la lisina, las cuales
se ha encontrado que al ser adicionadas en concentraciones entre 1y 3 g/L a los medios
de fermentacion sumergida incrementan la producciéon de MPA por P. brevicompactum.

(Ardestani et al., 2009; Patel et al., 2016). Por lo tanto, es de esperarse que el aporte de
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aminodcidos de los AP sea positivo para el crecimiento de Penicillium sp. HC1 pero esto
en realidad no se ve reflejado en los resultados obtenidos por lo gue no se puede hacer tal

afirmacion.

Efecto sobre la viabilidad y tolerancia térmica de los conidios a 50°C
La viabilidad y tolerancia térmica también son similares tanto para el medio con
aminodcidos de prueba, como con los casaminoacidos. La Figura 2-15 muestra sus

cinéticas de viabilidad y tolerancia térmica. La tendencia es creciente para las dos variables
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Figura 2-15: Cinética viabilidad y tolerancia térmica de Penicillium sp. HC1 en diferentes medios en
cultivos sumergidos. (A) MBAP (B) MBC — E2.

Los datos al dia 7 de la fermentacion para el medio MBAP fueron 58,33+£3,79% en la
viabilidad y 18,33+3,21% para la tolerancia térmica. En los porcentajes de viabilidad se
presentan resultados superiores a los del control, sin embargo, la tolerancia térmica es
inferior a la del medio base. La Figura 2-16 muestra que no hay diferencias
estadisticamente significativas para la viabilidad, mientras que si las hay para la tolerancia

térmica resultando desfavorable para los ensayos propuestos.
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Figura 2-16: Viabilidad y tolerancia térmica — Dia 7 de Penicillium sp. HC1 en diferentes medios
sumergidos: MB, MBAP y MBC — E2. Las letras iguales representan los grupos que no difieren

significativamente segun la prueba de Tukey (Significancia al 95%).

Se ha reportado que la glucosa, alanina y arginina (aminoacidos que conforman la
composicion de los AP) activan entre 12 y 21% la geminacion conidial en estudios
inducidos por L—aminoacidos para el crecimiento de Penicillium roqueforti y que la
hinchazoén de los conidios fue minima o incluso indetectable antes de la formacion del tubo
germinal (ljadpanahsaravi et al., 2021; Punt et al., 2022). Entonces, la alanina y la arginina
pudieron tener efecto benéfico sobre la viabilidad de los conidios de Penicillium sp. HC1

en las fermentaciones realizadas.

Los resultados indican que los aminoacidos de prueba (AP) a una concentracion de 13 g/L
funcionan bien como reemplazo de los casaminoacidos al mejorar la productividad de
conidios y su viabilidad. No obstante, la tolerancia térmica es un aspecto que sigue sin

obtener resultados positivos en comparacion con el medio base.

2.3.5 Evaluacion del efecto del uso de vitaminas

Los ensayos iniciales de casaminoacidos mostraron una respuesta positiva con el uso del
medio MAC en la tolerancia térmica, lo anterior presuntamente asociado a algun
componente de este medio. Revisando la composicion del medio se determin6 que la
adicion de un conjunto de vitaminas podria estar influenciando el aumento de la tolerancia
a la temperatura de Penicillium sp. HC1. Es por lo anterior que se propuso evaluar el efecto
del uso de vitaminas con el montaje de dos fermentaciones utilizando los medios con los

mejores resultados hasta este punto de la investigacion (MBC — E2 y MBAP) y
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adicionandoles el set de vitaminas a las concentraciones establecidas por Cliquet y
Jackson (2005). Estas fueron: Tiamina, riboflavina, pantotenato de calcio, niacina,
piridoxina, &cido tiético, todas a una concentracion de 0,5 g/L, y &cido folico, biotina y
vitamina Bi2 a una concentracion de 0,05 g/L. Los resultados de la cinética de produccion

de conidios y biomasa durante los 7 dias de fermentacion se muestran a continuacion.
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Figura 2-17: Cinética de producciéon de conidios y biomasa de Penicillium sp. HC1 en diferentes
medios en cultivos sumergidos. (A) MBC VIT (B) MBAP VIT.

Efecto sobre la produccion de conidios

Como era de esperarse, los conidios maximos volvieron a superar el registro del medio
base para las dos fermentaciones con la adiciéon de las vitaminas. Esta se demuestra
estadisticamente con la Figura 2-18, obteniendo Logio 5,72+0,08 conidios/mL para el
medio MBC VIT y Logio 5,80+0,02 conidios/mL para MBAP VIT. Asimismo, en la
productividad de conidios se consiguié Logio 0,040+£0,006 conidios/mL/hora para MBC VIT
y Logio 0,052+0,007 conidios/mL/hora para el medio MBAP VIT superiores a los Logio
0,035£0,006 conidios/mL/hora del medio base (MB).
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Figura 2-18: Conidios méaximos y productividad de conidios maximos de Penicillium sp. HC1 en
diferentes medios en cultivos sumergidos (A) MBC VIT (B) MBAP VIT. Las letras iguales
representan los grupos que no difieren significativamente segun la prueba de Tukey (Significancia
al 95%).

Las vitaminas también se reportan como inductoras de conidiacién. Por ejemplo, el
pantotenato de calcio provoc6 un desarrollo moderado de conidios en Penicillium rubrum
gue no esporulé en absoluto en su medio de control (Basu & Bhattacharyya, 1962).
Especies como P. funiculosum y P. notation aumentaron su esporulacion en presencia de

acido nicotinico, ribofavina y tiamina como se puede observar en la Tabla 2-1.

Sin duda, los AP y las vitaminas favorecen positivamente la produccién y la tasa de

produccion de conidios de Penicillium sp. HC1, mejorando asi, la calidad del bioinsumo.

Efecto sobre el crecimiento
La biomasa méaxima tuvo el mejor resultado para el medio MBC VIT comparado con el que
contenia los AP y el de referencia. En la Figura 2-19 se puede observar que el medio
estadisticamente diferencial obtuvo Logio 6,22+0,14 UFC/mL, en contraste con los Logio
5,81+0,13 UFC/mL de MBAP.

La productividad de biomasa no tuvo diferencias estadisticas significativa para los ensayos
en comparacion. Los valores obtenidos para MBC VIT y MBAP VIT fueron Logio
0,039+0,003 UFC/mL/hora y Logi100,036+0,002 UFC/mL/hora respectivamente.
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Figura 2-19: Biomasa méaxima y productividad de biomasa méxima de Penicillium sp. HC1 en
diferentes medios en cultivos sumergidos: MB, MBC VIT y MBAP VIT. Las letras iguales representan
los grupos que no difieren significativamente segun la prueba de Tukey (Significancia al 95%).

Dentro del conjunto de vitaminas que se agregaron al medio se encuentra la tiamina, esta
es conocida como la vitamina B, es soluble en agua y juega un papel fundamental como
coenzima en el metabolismo del carbono intermediario (Beguin, 2010). La mayoria de los
hongos son capaces de sintetizar esta vitamina y se sabe que su disponibilidad tiene
efectos profundos en la expresién génica por lo que la mayoria de los microorganismos
han desarrollado medios para garantizar que la tiamina no se produzca en cantidades
superiores a las necesarias para la biosintesis de difosfato de tiamina (TDP), su forma
biologicamente activa (Vogl et al., 2008). Un experimento con varias concentraciones de
tiamina entre 0,001 y 1 pg/mly pH entre 4,4 y 5,8, mostraron efectos positivos sobre el
crecimiento de varias especies de Penicillium (Basu & Bhattacharyya, 1962). La tiamina,
riboflavina y biotina fueron estudiadas (1964) por sus efectos en la produccién de etileno
por Penicillium digitatum, alli encontraron que la biotina aumento6 significativamente el
crecimiento y la produccién de etileno, mientras la tiamina y la combinacién de biotina —
tiamina no tuvieron ningun efecto. La tiamina y la biotina parecen ser antagonistas, sin
embargo, la mezcla completa de vitaminas aumenté significativamente la produccion de
etileno sin un aumento significativo en el crecimiento del organismo (Spalding & Lieberman,
1965). Los autores concluyeron que la mezcla de vitaminas fue significativa en la
estimulacion para la produccion de etileno incluso en concentraciones bajas (<1%).
Spalding y Lieberman también evaluaron la adicion de aminoacidos, esta adicion no
aumento la produccion de etileno, pero si provoc6 un aumento importante en la biomasa
de P. digitatum (Spalding & Lieberman, 1965). Los resultados anteriores pueden ayudar a

entender que el aumento en la biomasa del medio que contiene casaminoacidos (MBC
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VIT) es mayor debido a su aporte en aminodcidos libres, los cuales pueden ser mas
facilmente metabolizados por Penicillium sp. HC1, mientras que el medio con AP pudo
generar algun tipo de antagonismo entre los suplementos y vitaminas adicionadas (como
por ejemplo un exceso de tiamina), lo que probablemente afectd el crecimiento éptimo del
hongo filamentoso.

Otros reportes sobre el efecto de las vitaminas en el crecimiento y la esporulacion de varias

especies de Penicillium se pueden visualizar en la Tabla 2-2.

Tabla 2-2. Efecto de las vitaminas sobre el crecimiento y la esporulacion de varias especies de
Penicillium. Adaptado de (Basu & Bhattacharyya, 1962)

£ ) Aumento del crecimiento Aumento de la esporulacion en
specie o ) )
micelial (%) en presencia de presenciade
P. adametzi Pantotenato de calcio (35%) N.R.
Acido nicotinico (20%) biotina
P canescens N.R.
(29%)
P. citrinum N.R. Acido nicotinico, riboflavina
P. cyaneum Biotina (11%) N.R.
Tiamina (37%), riboflavina (16%), o o
P. fellutanum o Tiamina, biotina
piridoxina (33%)
Tiamina, acido nicotinico, riboflavina,
P. funiculosum N.R. piridoxina, pantetonato de calcio,
biotina
. Tiamina, riboflavina, pantotenato de
P. notation N.R. o
calcio, biotina
. Tiamina (25%), pantotenato de Tiamina, 4cido nicotinico, riboflavina,
P. oxalicum . L .
calcio (22%) piridoxina, pantotenato de calcio

Acido nicotinico (36%), biotina
P. purpurogenum N.R.
(66%)
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P. roseo- ) ] ]
N.R. Riboflavina, pantotenato de calcio
purpurem
Acido nicotinico, pantetonato de
P. rubrum N.R. )
calcio
P. simplicissimum N.R. Tiamina, riboflavina, acido nicotinico
P. steckii Piridoxina (13%) biotina (84%) N.R.
Riboflavina (11%), piridoxina
P. tardum (25%), pantotenato de calcio N.R.

(14%), biotina (12%)

o Piridoxina (14%), pantotenato de o . o o
P. variabile i o Tiamina, acido nicotinico, piridoxina
calcio (12%), biotina (20%)

Tiamina (14%), riboflavina (16%),
P. variable N.R.
piridoxina (20%), biotina (20%)

P. digitatum Tiamina (11%), biotina (15%) N.R.

N.R. No reportado
Efecto sobre la viabilidad y tolerancia térmica de los conidios a 50°C

Se obtuvieron resultados favorables tanto para la viabilidad como para la tolerancia térmica
en los medios con la adicion de vitaminas. Las cinéticas que reflejan la germinacion y

germinacion relativa para estos ensayos aparecen en la Figura 2-20.
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Figura 2-20: Cinética de viabilidad y tolerancia térmica de Penicillium sp. HC1 en diferentes medios
en cultivos sumergidos. (A) MBC VIT (B) MBAP VIT

Los datos alcanzados son superiores a los reportados en el medio base (MB). La Figura
2-21 pone en evidencia el aumento de la viabilidad y de la tolerancia térmica para ambos
medios. Los valores logrados para el dia 7 de la fermentacién fueron 70,33+8,08% de
germinacion para el medio MBC VIT y 59,96+8,35% de germinacion en el MBAP VIT.
Ademas, en la tolerancia térmica se obtuvo 49,33+6,66% de germinacién relativa para
MBC VIT y 48,67+9,07% para MBAP VIT, valores superiores y estadisticamente

significativos al 30+3% del medio de referencia (MB).
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Figura 2-21: Viabilidad y tolerancia térmica — Dia 7 de Penicillium sp. HC1 en diferentes medios en
cultivos sumergidos: MB, MBC VIT y MBAP VIT. Las letras iguales representan los grupos que no

difieren significativamente segun la prueba de Tukey (Significancia al 95%).

En 2021, Dietsch y colaboradores en un estudio sobre la tolerancia de blastosporas a la

desecacion, anunciaron resultados que muestran no solo el potencial de mejora de una
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determinada formulacion mediante la adicién de aditivos, sino que también demuestran
cdmo su modo de accién es bastante complicado. Los aditivos complejos que contienen
azUcares, minerales, vitaminas y otras sustancias nutritivas parecen dar mejores
resultados. Al igual que muchos de los otros métodos y materiales explorados para mejorar
la desecacién de blastosporas y la estabilidad de almacenamiento, no existe un Unico
aditivo que sea el mejor, por lo que a menudo son necesarios estudios empiricos para
determinar qué aditivo funciona bien con qué especie y/o formulacion (Dietsch et al., 2021).
En consecuencia, el uso de las vitaminas sin duda mejora la tolerancia térmica de los
conidios de Penicillium sp. HC1 como se puede ver en la Figura 2-21, aumentando hasta
64% de la germinacion relativa con respecto al medio de control. Se hace necesario
profundizar los estudios para entender los mecanismos de influencia de cada suplemento

y determinar las concentraciones 6ptimas para las condiciones de produccion.

El resumen de los datos maximos alcanzados para cada ensayo en este capitulo se
presenta en la Tabla 2-3. De esta manera, se puede evidenciar la mejora conseguida del
producto final.

Tabla 2-3. Resumen de los maximos resultados obtenidos por cada ensayo en Erlenmeyer

Nombre del Conidios Biomasa o Tolerancia
. Viabilidad )
Ensayo medio de [Log1o [Logio %) térmica
0
cultivo conidios/mL] UFC/mL] (%)
Medio Base MB 5,27+0,20 5,84+0,09 51+2 303
) 2 g/L 5,39+0,24 5,59+0,22 48+3 32+6
Evaluacion
) 4 gl/L 5,83+0,17 5,79+0,18 4716 22+3
efecto del calcio
6 g/L 5,46+0,05 5,69+0,08 50+2 20+1
MAC - E1 5,70+0,24 6,11+0,20 44,67+8,50 26,67+4,93
Evaluacion
MBC - E1 5,82+0,13 5,7940,05 24,33+4,16 14,33+2,52
efecto de
L MAC - E2 5,61+0,09 6,2240,15 65+4,51 39,67+3,51
casaminodcidos
MBC - E2 5,85+0,17 5,97+0,06 60,3316,43 20,33+4,93
Evaluacion
MBAP 5,84+0,02 6,01+0,15 58,33+3,79 18,33+3,21
efecto de AP
Efecto de MBC VIT 5,72+0,08 6,22+0,14 70,33+8,08  49,33+6,66
vitaminas MBAP VIT 5,80+0,02 5,81+0,13 59,96+8,35  48,67%9,07
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Con los resultados se presume que las interacciones de los aminoacidos, junto con los
otros compuestos del medio y las vitaminas mejoran la viabilidad y la tolerancia térmica de
los conidios de Penicillium sp. HC1, ademas de mejorar la produccion de conidios. En

consecuencia, se seleccioné el medio MBAP VIT para continuar con el siguiente objetivo.

2.4 Conclusiones

Los datos obtenidos indican que el CaCl, a las concentraciones estudiadas no presenté
influencia significativa sobre la produccién de biomasa, conidios o su calidad de Penicillium
sp. HC1, y, por lo tanto, se decide en ese punto continuar la investigacion con el medio

base sin modificaciones en la fuente de calcio.

Por otro lado, la influencia de los casaminoacidos fue positiva. La concentracion de 13 g/L
de casaminoacidos demostré mejorar la concentracion de conidios y biomasa maxima, asi
como también la viabilidad y en algunos casos la tolerancia térmica en comparacion con
el medio base. Sin embargo, para fines de implementacion en escala industrial, este
compuesto representa altos costos, por lo que se decidié estudiar una alternativa, la cual
era un suplemento alimenticio con aminoacidos de cadena ramificada a la que se llamé
Aminoacidos de Prueba (AP). Estos ultimos resultaron funcionar bien como reemplazo de
los casaminodcidos, pues, también mejoraron la viabilidad y adicionalmente, la
productividad de los conidios. A pesar de lo anterior, los AP no mostraron resultados
favorables para la tolerancia térmica. Luego, la ultima medida estudiada fue la adicién de
un conjunto de vitaminas de las que se obtuvo un producto con un aumento en la tolerancia

térmica del 64% con respecto al control.

Concretamente, en este capitulo se seleccioné el medio MBAP VIT, el medio base con la
adiciéon de aminoéacidos de prueba a una concentracion de 13 g/L y el set de vitaminas,
para continuar con las pruebas en biorreactor del siguiente objetivo del trabajo
investigativo. Este medio representa una mejoria en los conidios del 10%, en la viabilidad
del 17% y en la tolerancia térmica del 62% en el producto final del biorreactor con respecto

al control.



3.Capitulo 3. Efecto de la aireacion sobre la
produccion y calidad de conidios y
biomasa de Penicillium sp. HC1 en
fermentacién sumergida en tanque agitado

3.1 Introduccidn

La produccién de bioinsumos a partir de inéculos de hongos filamentosos se hace mas
conveniente en fermentacion sumergida debido a la facilidad de controlar la operacion a
gran escala (Duran Sequeda, 2017). A pesar de que la formacién de conidios de estos
organismos es dificil de lograr en fermentacion liquida, es posible inducirla mediante la
modificacion de la composicion del medio de cultivo y ajustando las condiciones de
operacién (Canteri & Ghoul, 2015). Cabe mencionar que estas condiciones y parametros
son especificos para cada especie y deben ser cuidadosamente determinadas para cada
caso (Dietsch et al., 2021). El capitulo anterior profundizé en el efecto que tienen aditivos
complejos como iones de calcio, casaminoacidos, aminoacidos ramificados, otros
suplementos y vitaminas sobre la produccién de Penicillium sp. HC1 en medio liquido. De
ahi, se seleccion6 el medio con los mejores resultados a nivel de Erlenmeyer para
continuar con la evaluacién de otros parametros en biorreactor. Al escalar el proceso a un
biorreactor, factores como la geometria del tanque, el sistema de agitacion, la reologia y
el tipo de cultivo también afectan la formacion de conidios (Canteri & Ghoul, 2015; Porto
de Souza Vandenberghe et al., 2022). Es por esto, que las condiciones determinadas a
nivel Erlenmeyer deben ser evaluadas y validadas en un biorreactor. En esta seccion, se
estudiaran los efectos que tiene un factor fisico como la aireacion en la produccion del

bioinsumo.

La aireacion en los bioprocesos es un factor relevante que afecta el crecimiento celular y
juega un papel crucial en los procesos de fermentacion utilizados para producir bioinsumos

(Porto de Souza Vandenberghe et al.,, 2022). Durante estos procesos, la adicion de
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oxigeno al medio de cultivo es esencial para mantener un ambiente propicio para el
crecimiento y metabolismo de los microorganismos involucrados. La aireacion adecuada
proporciona el oxigeno necesario para las células y promueve la generacion de productos
deseados, como proteinas, enzimas o metabolitos (Maiorano et al., 2020). La aireacién
también influye en otros aspectos del bioproceso, como la agitacion y la transferencia de
calor. Una buena agitacién y mezcla del medio de cultivo garantizan una distribucion
homogénea del oxigeno y nutrientes, permitiendo un crecimiento uniforme de las células
(Zhou et al., 2018).

El monitoreo y control adecuados de los niveles de oxigeno, asi como la cantidad y la tasa
de aireacion son factores criticos que deben controlarse cuidadosamente. Un suministro
insuficiente de oxigeno puede limitar el crecimiento celular y afectar negativamente la
productividad del bioproceso (Podrepsek et al., 2023). Por otro lado, una aireacién
excesiva puede generar estrés oxidativo en las células y afectar su viabilidad y rendimiento
(Gomes et al., 2023). Una adecuada aireacion permite controlar las condiciones de cultivo
y optimizar la produccién del bioinsumo deseado. Por lo tanto, encontrar un equilibrio
Optimo en la aireacion es fundamental en el disefio y operacién de los sistemas de

fermentacion para maximizar la produccién de bioinsumos de calidad.

En este capitulo, se explorara la influencia que tiene la tasa de aireacion sobre la
produccién de Penicillium sp. HC1 en fermentacion sumergida y en tanque agitado, con el
propésito de brindar una comprension mas amplia del efecto que esta variable sobre la
producciéon de conidios y biomasa para la mejora del disefio y operaciéon de los sistemas

de produccion de bioinsumos.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Banco de trabajo

El banco de trabajo utilizado es el mismo creado en el capitulo 2 a partir de la reactivacion
de Penicillium sp. HC1 en medio PDA a 28+ 2 °C durante 7 dias, para luego obtener una
suspension conidial en Tween 80 al 0,1% (v/v) adicionada en solucién salina al 0,85% (p/v)
y ser conservado con glicerol al 20% (v/v). La suspension conidial fue dividida de a 1 mL
en microviales y congelada a -20°C. Este fue el banco secundario utilizado para los

ensayos de la investigacion.
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3.2.2 Tren de inoculacidén

La produccion de Penicillium sp. HC1 en biorreactor se llevd a cabo en un tren de

inoculacion que consta de tres fases: preinéculo, inéculo y fermentacion.

= Preinéculo
Para la reactivacion del microorganismo se tomé un vial del banco secundario, se sembré
en medio PDA y se incub6 a 28+ 2°C por 4 dias. Pasado ese tiempo, se rasp6 la caja
esporulada y se mezclé en Tween 80 al 0,1% (v/v) con 0,85% (p/v) de solucién salina, esta
suspension conidial fue filtrada para eliminar fragmentos de micelio y ajustada a una

concentracion de 108 conidios/mL.

= Inéculo
El inéculo consistié en un Erlenmeyer de 500 mL en donde se prepararon 250 mL de medio
de caldo de arroz (ver Anexo A) al cual se le adicionaron 15 mL de la suspensién conidial
de concentracion ajustada para mantener una relacion del 6% del inéculo al volumen final
de trabajo, junto con 100 ug/L de cloranfenicol para controlar y reducir el riesgo de

contaminacion. Luego, se incub6 a 28 + 2 °C, 300 rpm durante 2 dias.

* Fermentacion
La fermentacion fue llevada a cabo en un biorreactor para producir 4 litros de Penicillium
sp. HC1. El medio de cultivo para todos los ensayos de esta parte de la investigacion fue
MBAP VIT (ver Anexo A). El reactor se inocul6 para mantener la relacion del 6% y se hizo
seguimiento durante 7 dias, a 25+ 2 °C y 300 rpm. El flujo de aire fue la variable estudiada.

3.2.3 Condiciones y medio de cultivo

El reactor utilizado tenia una capacidad total de 7 litros y dentro de él, se mantuvo un
volumen final de trabajo de 4 litros. Se seleccion6 el medio de cultivo a partir de los
resultados del capitulo anterior. Este medio fue el MBAP VIT (ver Anexo A). Se realiz6
seguimiento de la fermentacion durante 7 dias y se mantuvo constante la temperatura a

25+ 2 °Cy la agitacion en 300 rpm.

Los flujos de aire estudiados por triplicado fueron: 0,5 vwm, 1,5 vwmy 2,5 vwm.
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3.2.4 Variables de respuesta

Las variables de respuesta fueron tomadas de la fermentacion para todos los ensayos
propuestos de la misma manera que en el capitulo 2. Estas fueron: concentracion de
conidios (conidios/ml), biomasa (UFC/mL), viabilidad (% germinacién), tolerancia al estrés

térmico a 50°C (% germinacion) y pureza (%).

3.2.5 Procesamiento de datos y analisis estadistico

Al igual que en el capitulo anterior, los indicadores fueron: conidios maximos (conidios/mL),
productividad de conidios (conidios/mL/hora), biomasa maxima (UFC/mL) y productividad
de biomasa (UFC/mL/hora).

Se utilizé los programas SigmaPlot edicion 15 y GraphPad Prism 8 para la construccion de
las graficas. El andlisis estadistico estableci6 si existian diferencias entre los tratamientos
en la evaluacion de la relacién de: viabilidad, tolerancia térmica, conidios maximos,
productividad de conidios, biomasa maxima y productividad de biomasa. Se utiliz6 una
prueba ANOVA de un factor seguida de una prueba Post-Hoc de Tukey para comparacion
de medias con un nivel de confianza del 95%, en el programa estadistico IBM SPSS
Statistics ® 21.0.

3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Evaluacion del efecto de la aireacion

La aireacion desempefia un papel fundamental en los procesos de fermentacion para la
produccion de bioinsumos. Una aireacion adecuada garantiza una apropiada disponibilidad
de oxigeno en el medio de cultivo, lo que promueve el crecimiento de los organismos de

manera 6ptima (Gomes et al., 2023; Tlecuitl-Beristain et al., 2010).

En esta etapa de la investigacion se usé un biorreactor para la produccion de 4 litros de
Penicillium sp. HC1. En este equipo se estudiaron tres flujos de aire de los cuales se
obtuvieron las cinéticas de la produccion de conidios y biomasa que se muestran en la

siguiente figura.
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Figura 3-1: Cinética de la produccién de conidios y biomasa de Penicillium sp. HC1 con diferentes
flujos de aireacioén. (A) 0,5 vwm (B) 1,5 vwm (C) 2,5 vvm.

Tanto la produccion de conidios como la de la biomasa en las fermentaciones con aireacion

son mayores comparadas con las producidas con el medio base (MB) (ver Figura 2-1).

Efecto sobre la produccion de conidios

Los conidios maximos en cada fermentacion fueron: Logio 5,64+0,11 conidios/mL para el
ensayo con 0,5 vvm, Logio 6,01+0,07 conidios/mL para 1,5 vwm y Logio 6,12+0,06
conidios/mL cuando se us6 2,5 vvm. Todos superiores al Logi05,27+0,20 conidios/mL del
medio base (MB). La Figura 3-2 evidencia la mejoria en la produccion de conidios para las
fermentaciones con los mayores flujos de aire. No obstante, la productividad de conidios
no presenta diferencia significativa entre los ensayos comparados, sin embargo, el mayor

valor fue el de la condicion 2,5 vvm con Log10 0,038+0,003 conidios/mL/hora.
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Figura 3-2: Conidios maximos y productividad de conidios maximos (A) 0,5 vvm (B) 1,5 vwm (C) 2,5
vvm. Las letras iguales representan los grupos que no difieren significativamente segln la prueba

de Tukey (Significancia al 95%).

Este efecto positivo sobre la producciéon de conidios de Penicillium sp. HC1 se deba
probablemente al aumento en la disponibilidad de oxigeno causado por el incremento de
la tasa de aire. En estos ensayos, utilizando el medio MBAP VIT, a 300 rpm y a 25°C, se
puede destacar que, a mayor flujo de aire, mayor produccion de conidios. La literatura
respalda los resultados obtenidos, pues un aumento de oxigeno mediante flujos de aire
permite niveles superiores de conidios de M. anisopliae sin alterar los parametros de
calidad (Tlecuitl-Beristain et al., 2010).

La aireacion también contribuye a una mezcla homogénea del medio de fermentacion.
Junto con la agitacibn mecénica, la aireacion evita la formacion de zonas muertas o
gradientes de nutrientes en el cultivo, lo que asegura una distribucion uniforme de los
nutrientes y una disponibilidad adecuada para el crecimiento de Penicillium spp (Harvey
et al.,, 1998). Esto podria haber inducido a la generacién de conidios al tener mejor
distribuidos los nutrientes del medio. Por otra parte, Penicillium sp. HC1 como la mayoria
de los hongos filamentosos, siempre buscaba adherirse a las superficies sélida y crecer, y
en el caso del reactor se hizo mas evidente el crecimiento en las paredes, el tubo de
agitacion y los bafles del reactor. Lo anterior pudo generar un aumento en la concentracion
de conidios en el medio liquido desde el aporte de la conidiacién en las superficies solidas

y perturbar los resultados.

Es bueno recordar que, en medio sélido, las colonias de Penicillium sp HC1 crecen con

tonalidades de amarillo a verde (ver Figura 1-1). Luego, es destacable que la coloracién
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del medio liquido inicialmente era blanca lechosa y con el paso de los dias de la
fermentacion, se torné amarilla — verdosa para el ensayo como mayor flujo de aire, lo que
es equivalente a las tonalidades obtenidas en algunas de las pruebas con resultados
positivos en Erlenmeyer. Esto podria servir como un bioindicador cualitativo posiblemente
de esporulaciéon. Por ejemplo, un estudio en 2017 examind y evalué una técnica
colorimétrica usando espectrofotometro UV-Vis que podria implementarse como sistemas
de monitoreo continuo en tiempo real para medir el crecimiento de cultivos fangicos en
fermentacion sumergida con presencia de particulas sélidas. Se sugiri6 que el color
desarrollado durante el progreso de la fermentacion esta estrechamente relacionado con
la producciéon de biomasa (Abdul Manan & Webb, 2018). Otra investigacion, en la que
estudiaban la produccion de pigmentos naturales por Penicillium brevicompactum, mostré
la asociacion entre el momento determinado como punto de partida de consumo de lactosa
y la aparicion de color en el caldo de fermentacidn, lo que llevé a suponer que el uso de
esta fuente de carbono por parte del hongo puede estar favoreciendo o activando rutas
metabdlicas secundarias y consecuentemente promoviendo la produccion de
pigmentos(Basto et al., 2022). Mas recientemente, en 2022, se hizo una comparacion de
la produccién de pigmentos por cepas de hongos filamentosos bajo fermentacion
sumergida y de adhesién superficial, donde se encontrd que pigmentos de colores amarillo
y rojo producidas por especies de Penicillium y Talaromyces se asocian a la generacion
de micotoxinas, relacionadas con factores genéticos y ambientales (Rengifo et al., 2022).
Aunque las investigaciones anteriores dan una pista para entender la relacion de los
cambios de color generados en el transcurso de la fermentacion, se requiere mayor
profundizacion para comprender si existe relacion con el aumento de produccién de

conidios para el caso de Penicillium sp. HC1.

Estructuras vacuoladas se presenciaron para los medios con flujo de 0,5 vvm de aire. El
organismo estaba en deficiencia de oxigeno. Contrario a lo visto, algunos autores reportan
una morfologia celular altamente vacuolada para la condicién de aireacién mas alta que
estudiaron (3,5 vvm), y, encontraron morfologia celular altamente ramificada para flujos de
1,5 vwm de aire (Cho et al., 2002b). Se observaron tendencias similares en los procesos
de fermentacién de Aspergillus niger, Actinomadura roseorufa, y Saccharopolyspora
erythraea (Berovi€ et al., 1991; Cho et al., 2002b; Warren et al., 1995). Esto reafirma que

para cada organismo en especifico existe una relacion de flujo de aire éptima. Para el caso
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de Penicillium sp. HC1 se recomiendan flujos de aire mayores a 1,5 vvm para mantener la
integralidad celular.

Efecto sobre el crecimiento

Se obtuvo el mejor resultado de biomasa méaxima para el ensayo con menor flujo de aire,
0,5 vvm, con un valor de Logio 7,88+0,17 UFC/mL, seguido por el flujo de aire de 1,5 vwvm
con un valor de Logio7,47+0,37 UFC/mL y luego el 2,5 vwm con Logio 7,44+0,16 UFC/mL.
Todos estos resultados pertenecen al mismo grupo estadistico, y difieren en conjunto del
medio base que tiene Log105,84+0,09 UFC/mL.

Como se ve en la parte derecha de la Figura 3-3, la fermentacién utilizando 0,5 vvm
presenta mayor productividad de biomasa con un valor de Logio 0,059+0,011
UFC/mL/hora. Sin embargo, la productividad de biomasa no tiene diferencias significativas
entre las fermentaciones evaluada.
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Figura 3-3: Biomasa maxima y productividad de biomasa maxima de Penicillium sp. HC1 con
diferentes flujos de aireacién (A) 0,5 vwm (B) 1,5 vwm (C) 2,5 vwm. Las letras iguales representan

los grupos que no difieren significativamente segun la prueba de Tukey (Significancia al 95%).

Tan s6lo con el uso del biorreactor en todos los ensayos se logré aumentar en un orden
de magnitud la produccién de biomasa. Esto podria relacionarse a que el medio
establecido en Erlenmeyer fue validado y funciona bien para la generacién de biomasa de

Penicillium sp HC1 en escala de 4 litros.

La aireacion esté estrechamente relacionada con otros parametros de fermentacién, como
la agitacion, la temperatura, pH y la concentracion de nutrientes (Albaek et al., 2011). Estos
parametros pueden interactuar entre si y afectar conjuntamente el crecimiento y la

produccion de Penicillium spp. por lo que es importante optimizar y ajustar la aireacion en
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funcion de los otros pardmetros de fermentacion para lograr un rendimiento éptimo. Por
ejemplo, las condiciones apropiadas de aireacién se ven afectadas por los iones presentes
en el medio, se ha encontrado que al aumentar la concentracion de calcio disminuye la
concentracion de oxigeno y se requiere aumentar la agitacion o aumentar el flujo de aire
(Bockelmann et al., 1999).

Los flujos de aire ayudan a homogenizar el medio. La mezcla adecuada ayuda a prevenir
la formacion de agregados celulares como pellets y la sedimentacion excesiva (Garcia-
Soto et al., 2006). Los hongos filamentosos pueden presentar dos tipos de crecimiento
macroscopicos, el micelial y en pellets. Cuando se trata de la produccion de bioinsumos,
donde el microorganismo en si es el producto final, es indeseable la formacién de pellets
y se prefiere un crecimiento homogéneo en un medio liquido que permita una facil
dispersién en el campo. Por lo anterior, autores como Garcia (2004), determinaron que la
morfologia macroscépica se puede controlar por medio de condiciones hidrodinamicas
determinadas, y que, una de las relaciones que interviene en la produccion de pellets es
la del factor de friccion y la velocidad de aire superficial, de alli, determinaron que a
velocidades de aire superficial altas y factores de friccion bajos se evita la formacion de
pellets (Bird et al., 2002; Garcia-Soto et al., 2006). En conexién con lo anteriormente
expuesto, en ninguno de los ensayos en el biorreactor se generaron pellets, lo que es

positivo pensando en el producto final.

El ensayo con el flujo de aire en 0,5 vvm mostr6 una disminucién del pH en el monitoreo,
iniciando con un valor de 6,0 y terminando al dia 7 entre 4,5y 4,8. La reduccién en el pH
pudo deberse a la acumulacion de metabolitos 4cidos. Segun la literatura, el crecimiento
vegetativo esta asociado a pH bajos, mientras la produccion de conidios generalmente
estd asociada a pH cercanos al neutro (Pirt & Callow, 1959). Esto tendria sentido para esta
condicion de 0,5 vwm que fue la que mas biomasa produjo, pero también fue en la que
menos conidios se obtuvieron dentro de los ensayos de aireacion. Siguiendo el hilo
anterior, la aireacion adecuada puede ayudar a mantener el pH en un rango 6ptimo para
el crecimiento y la actividad metabdlica de Penicillium spp (Germec & Turhan, 2023). Esto
es especialmente importante en cultivos de larga duracion, donde la acumulaciéon de
metabolitos acidos puede inhibir el crecimiento de las células (Germec & Turhan, 2023;
Pirt & Callow, 1959; Singh et al., 2019).
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Efecto sobre la viabilidad y tolerancia térmica de los conidios a 50°C

La viabilidad mejor6 notablemente para todas las fermentaciones producidas en el
biorreactor. Aunque, respecto a la tolerancia térmica, solo la fermentaciéon a 2,5 vwm de

aireacion obtuvo resultados positivos.
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Figura 3-4: Cinética viabilidad y tolerancia térmica de Penicillium sp. HC1 con diferentes flujos de
aireacion. (A) 0,5 vwm (B) 1,5 vwm (C) 2,5 vwm.

En la Figura 3-4 se puede observar que tanto la cinética de la viabilidad como la de la
tolerancia mantienen una tendencia lineal y ligeramente creciente, exceptuando la
tolerancia térmica de 0,5 vvm, la cual, a partir del dia 5 presenta una disminucién. Con
ayuda de la Figura 3-5, se exhibe que la fermentacién que genera las mejores condiciones

de germinacién y germinacion relativa al dia 7 es la de 2,5 vvm.

En concreto, para la viabilidad, los datos obtenidos fueron: 64,07+3,73% de germinacion

para 0,5 vvm, 90,67+1,53% de germinacién para 1,5 vvm y 90,00+1% de germinacion para
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2,5 vvm. Los valores anteriores estuvieron muy por encima del medio base (MB), el cual

vale la pena recordar que fue de 51+2% de germinacion.

En lo que concierne a la tolerancia térmica se obtuvo: 6,49+0,47% de germinacion relativa
para 0,5 vvm, 11,3314,73% de germinacién relativa para 1,5 vvm vy, finalmente,
46,33+8,33% de germinacién relativa para la condicion de 2,5 vm. Como ya se menciono,
el flujo de aire con 2,5 vvm fue el Unico que mejord la tolerancia térmica de Penicillium sp.
HC1, en contraste con el punto de referencia del medio base (MB) que fue de 30£3% de

germinacion relativa.
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Figura 3-5: Viabilidad y tolerancia térmica — Dia 7 de Penicillium sp. HC1 con diferentes flujos de
aireacioén (A) 0,5 vwm (B) 1,5 vwvm (C) 2,5 vvm. Las letras iguales representan los grupos que no
difieren significativamente segun la prueba de Tukey (Significancia al 95%).

Durante la fermentacion sumergida, las células fungicas requieren oxigeno para mantener
sus procesos metabdlicos y su integridad estructural (Issaly et al., 2005; Mukherjee &
Ghorai, 2023). La falta de aireacion suficiente puede llevar a la acumulacion de toxinas
metabdlicas y productos de desecho, lo que afecta negativamente la viabilidad celular. La
aireacion Optima asegura una mayor supervivencia de las células y una mejor
productividad del proceso (Albaek et al., 2011). Estas afirmaciones son congruentes con
lo encontrado en esta investigacion. A la condicién de 0,5 vvm de aireacion se disminuye
el pH, lo cual estuvo asociado a la acumulaciéon de metabolitos acidos, ademas de la
identificacion morfoldgica de estructuras vacuoladas, sumado a esto, la inestabilidad del
organismo a esta condicion también se ve reflejada en los bajos porcentajes de
germinacion tanto para la viabilidad, como en la tolerancia térmica. Ahora bien, es

congruente que la cinética de la tolerancia térmica disminuya para este caso entre el dia 4
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y 5 de la fermentacién (ver Figura 3-4). El sistema a una aireacién de 0,5 vwm no es
sostenible. En cambio, una aireacién de 2,5 vvm, ademas de mejorar la produccién de
conidios y biomasa como ya se vio anteriormente, garantizan la viabilidad y tolerancia al
estrés térmico del in6culo. Mejorar la tolerancia significa también aumentar el nimero de

conidios viables y, por lo tanto, mejorar la calidad del producto.

El resumen de los datos maximos alcanzados para cada ensayo de este capitulo se
presenta en la Tabla 3-1. De esta manera, se puede evidenciar la mejora conseguida del

producto final.

Tabla 3-1. Resumen de los maximos resultados obtenidos por cada ensayo en el biorreactor

Conidios Biomasa o Tolerancia
Nombre del Viabilidad o
Ensayo [Logio [Logio térmica
ensayo o (%)
conidios/mL] UFC/mL] (%)
Medio Base MB 5,27+0,20 5,84+0,09 51+2 303
Evaluacion 0,5vvm 5,64+0,11 7,88+0,17 64,07£3,73 6,49+0,47
efecto de la 1,5vvm 6,01+0,07 7,47+0,37 90,67+1,53 11,33+4,73
aireacién 2,5vvm 6,12+0,06 7,44+0,16 90,00+1 46,33+8,33

En consecuencia, el producto de la fermentacién de Penicillium sp. HC1 en el biorreactor
de 4 litros a 2,5 vvm fue el seleccionado para ser llevado a los ensayos de degradacion de

la siguiente etapa de la investigacion

3.4 Conclusiones

Los datos revelaron que el medio MBAP VIT establecido en Erlenmeyer fue validado y
funciona bien para la generacion de Penicillium sp. HC1 en biorreactor para la produccion

de 4 litros.

La produccion de conidios y biomasa en todos los ensayos para evaluar la aireacion dieron
resultados mayores comparados con los obtenidos con el medio base (MB). No se
recomienda para este sistema flujos de aire menores a 0,5 vvm ya que no garantizan
estabilidad e integralidad estructural del organismo. La condicion a 2,5 vwm mejoro la
viabilidad a un valor mayor al 90% y también la tolerancia térmica de los conidios de

Penicillium sp. HC1.
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Vale recordar que los datos del medio de control (MB) son: conidios maximos = Logio
5,27+0,20 conidios/mL, biomasa maxima= Logio 5,84+0,09 UFC/mL, viabilidad = 51+2% y
tolerancia térmica = 30+3%. Mientras que, los resultados conseguidos con la condicion de
2,5 vvm fueron: conidios maximos = Log106,12+0,06 conidios/mL, biomasa maxima = Log1o
7,44+0,16 UFC/mL, viabilidad = 90,00+1% vy tolerancia térmica = 46,33+8,33%. Esto
representa una mejoria en los conidios del 16%, en la biomasa del 27%, en la viabilidad
del 76% y en la tolerancia térmica del 54% en el producto final del biorreactor con respecto
al control.

En resumen, el producto de la fermentacién del biorreactor para 4 litros de Penicillium sp.
HC1 con una tasa de aireacion de 2,5 vwm fue el seleccionado para continuar con los

ensayos sobre la degradacion de un material vegetal en el siguiente objetivo.






4.Capitulo 4. Evaluacién de la degradacion de
residuos vegetales de cultivos de flores por
Penicillium sp. HC1

4.1 Introduccidn

Las vastas y coloridas extensiones de cultivos de flores en Colombia, especialmente en la
region de Cundinamarca, no solo pintan invernaderos, sino que también desempefian un
papel crucial en la economiay la identidad cultural, posicionando a este pais sudamericano
como un gigante en la industria floral a nivel mundial (Santos Rios, 2021). Sin embargo,
este préspero sector floricultor también enfrenta desafios ambientales, siendo la
generacién de residuos una preocupacion constante. El sector genera grandes cantidades
de residuos vegetales, como tallos, hojas y flores no comercializables (Minagricultura,
2020). Para entrar en contexto, la produccién de desechos de clavel al mes por cada
hectarea llega a los 1500 kg aproximadamente, de estos, el 10% es utilizado en
compostaje, y el 90% restante es utilizado clandestinamente en la alimentacion animal, lo
cual ha sido cuestionable por magnificar los plaguicidas en la cadena tréfica (Barriga, 2007;
Roberto-Lopez, 2013). Luego, la busqueda de soluciones sostenibles y eficientes para la
degradacion de los residuos vegetales se ha convertido en un objetivo importante para la

industria floricultora.

En los ultimos afios, se ha prestado especial atencion al uso de bioinsumos agricolas para
el manejo de residuos vegetales. Los biocinsumos son productos derivados de fuentes
naturales que promueven la salud de los suelos y mejoran la productividad agricola
(Asadollahzadeh etal., 2023; de Carvalho, 2016). Uno de estos bioinsumos fue
desarrollado por el convenio entre la empresa Biocultivos S.Ay el Instituto de Biotecnologia
de la Universidad Nacional de Colombia a partir de Penicilium sp. HC1, con el fin de
promover la aceleracion de la degradacion de residuos vegetales in situ. Actualmente este

producto es usado con mas frecuencia para degradar tamo de arroz, cafia y otro tipo de
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cultivos semestrales, por lo que existe mas respaldo investigativo para estos sustratos,
pero se puede ampliar su repertorio de uso en otros sectores agroindustriales como el

floricultor, validando la capacidad degradadora de Penicillium sp. HC1.

La evaluacion de la degradacion de residuos vegetales mediante el uso de Penicillium sp.
HC1 implica el estudio de diversos parametros. Se pueden medir aspectos como la tasa
de descomposicion de la materia vegetal, los cambios en la composicion quimica de los
residuos, la actividad enzimatica y la liberacion de nutrientes esenciales (de Castro Coélho
etal.,, 2021). Estos datos proporcionan informacién crucial sobre la eficacia de los
bioinsumos en la degradacion de los residuos vegetales y su potencial para mejorar la
calidad del suelo. Ahora bien, en el contexto de la floricultura, se requiere una evaluaciéon
cientifica rigurosa para comprender completamente los beneficios y limitaciones de esta

tecnologia y su viabilidad a gran escala.

Por otra parte, Pleurotus ostreatus es un hongo descomponedor del grupo de la
podredumbre blanca (HPB), es saprofito o parasito débil. Puede descomponer
eficientemente materiales lignoceluldsicos sin quimicos o pretratamientos adicionales,
porque posee un sistema enzimético complejo que incluye enzimas ligninoliticas y
celuloliticas en menor grado (Pitt & Hocking, 2009). Se puede destacar que los HPB a
pesar de tener la capacidad de degradar los componentes de la lignocelulosa, presentan
largos tiempos de crecimiento, y, en consecuencia, el uso de cultivos mixtos es una
alternativa implementada para la degradacion rapida de residuos vegetales junto con el
uso de hongos filamentosos de rapido crecimiento los cuales son productores de

estructuras de propagacion, entre ellas el género Penicillium.

Por lo tanto, en este capitulo se explorara el efecto que tiene usar Penicillium sp HC1,
producto de la fermentacién a las condiciones detalladas en los capitulos anteriores, en
monocultivo y co-cultivo con Pleurotus ostreatus T1.1, sobre la degradacion de residuos
vegetales de flores de un cultivo de clavel de Guasca — Cundinamarca, con la finalidad de
ampliar el abordaje del manejo sostenible de los residuos agricolas mediante el uso de

bioinsumos.
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4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Medios de crecimiento y microorganismos

El disefio experimental de este capitulo se realizd teniendo en cuenta la presencia de
Pleurotus ostreatus T1.1 (en este capitulo se abreviara como T1.1) debido a que este
organismo es utilizado en conjunto con Penicillium sp HC1 (en este capitulo se abreviara
como HC1) en los procesos de degradacion (Pedraza-Zapata et al., 2017). Se sabe que
T1.1 presenta una buena actividad ligninolitica (Pedraza-Zapata et al., 2017; Vargas
Rodriguez & Romero Gutiérrez, 2009), mientras que HC1 ha demostrado tener una buena
actividad celulolitica y xilanolitica (Gutiérrez Rojas, 2017). En conjunto, estos
microorganismos han demostrado que son capaces de descomponer las estructuras
complejas de la matriz vegetal mediante la bioaumentacion de la cinética de degradacion

de compuestos recalcitrantes como la lignina, la celulosa y la hemicelulosa.
Medio solido

Para obtener Penicillium sp. HC1, se tomoé un vial del banco de trabajo y se reactivd en
PDA. Luego, se incubé a 28+2°C durante 7 dias. Cuando se tuvo la caja de Petri
completamente esporulada, se hizo un raspado y se disolvié en una solucion salina al
0,85% (p/v) adicionada de Tween 80 al 0,1% (v/v), la cual fue ajustada para obtener una
concentracion de 1x10° esporas/mL. Con algodon estéril se filtré para eliminar los

fragmentos de micelio. HC1 producido en medio sélido se usé como control.

Para obtener Pleurotus ostreatus T1.1, se tom6 una fraccion de la cepa conservada a 4°C
en agar del banco de cepas del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional, se
sembré en cajas de Petri con agar salvado de trigo (ver composicién en el Anexo A) y se
incubd a 28+2°C durante 15 dias. Cuando se tiene la caja bien crecida se raspa y se hace
licua en una solucion salina al 0,85% (p/v) adicionada de Tween 80 al 0,1% (v/v) para

obtener una solucién homogénea a una concentracion 1x10°® UFC/mL.
Medio liquido

Se utilizé el producto de la fermentacion sumergida de Penicillium sp. HC1 en el medio
MBAP VIT, que se mantuvo a 28°C, 300 rpm y 2,5 vvm en biorreactor. Este es el producto

obtenido en el capitulo 3 que logré una concentraciéon de 1x10° esporas/mL.
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4.2.2 Montaje de microcosmos

Se emplearon frascos de vidrio de 600 mL previamente esterilizados y dentro de cada uno
de ellos se depositaron 60 g de los residuos de clavel como sustrato (brindados por la
empresa Siecha Flowers S.A), principalmente tallos y hojas cortadas en fragmentos de 2-
3 cm. Se adicionaron 15 mL de solucion de sales (Anexo A) y 10 mL del microorganismo
a evaluar. En los ensayos que mezclan los dos microorganismos, se emple6 un inéculo de
5 mL de Pleurotus ostreatus T1.1 a una concentracion de 1x10® UFC/mL, mas, 5 mL de
Penicillium sp. HC1 a una concentracién de 1x10° esporas/mL. Se utilizé un control sin
inoculacion. En cada uno de los frascos se introdujeron trampas con 10 mL NaOH 0,3 N.
Estos montajes se llevaron a incubar a 28+2°C y se dejaron en proceso de degradacion
durante 42 dias (5 semanas). En el montaje se utilizaron los frascos suficientes para que
cada semana pudiera haber pruebas de destruccién. Por cada tratamiento se hicieron 3
réplicas.

A los montajes de microcosmos se les hizo seguimiento de produccion de CO., de actividad
enzimatica por semana con muestras destructivas, y, se caracteriz6 en su contenido de

lignina y celulosa al finalizar los tratamientos.

4.2.3 Montaje en campo

La empresa Siecha Flowers S.A ubicada en el municipio de Guasca Cundinamarca presto
sus instalaciones para proponer un sistema de tratamiento de sus residuos de clavel. Se
utilizaron 4 contenedores subdivididos en 3 secciones cada uno. Por cada contenedor se
llevd a cabo un tratamiento con sus respectivas réplicas. Dentro de ellos, se tomaron 500
gramos de residuos de clavel cortado en fragmentos de 2 a 3 centimetros. Se adicionaron
125 mL de solucion de sales (ver Anexo A) y 83 mL de in6culo por cada tratamiento. Se

dejaron en degradacion durante 5 semanas.

A los ensayos en campo se les hizo la caracterizacion de su contenido en lignina y celulosa
después de los tratamientos. No se les hizo seguimiento de produccién de CO., ni de

actividad enzimética.

El resumen de los montajes se presenta en la Tabla 4-1. El denominado microcosmos 1

es el que utilizd6 HC1 proveniente del medio sélido PDA y por tanto sirvio de control,
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mientras que, el microcosmos 2 y el experimento en campo utilizé HC1 crecido en medio

liquido, producto del biorreactor.

Tabla 4-1. Resumen de los montajes para la evaluacién de la degradacion de residuos de clavel

' _ Indculo
Montaje Tratamiento
HC1 T1.1
1 + -
Microcosmos 1 2 + +
(HC1 de medio PDA) 3 - +
4 - -
5 + -
Microcosmos 2
6 + +
(HC1 de producto del
7 - +
biorreactor Cap. 3)
8 - -
9 + -
Campo
10 + +
(HC1 de producto del
11 - +

biorreactor Cap. 3)

[EnN
N
1
1

Es importante aclarar que no se realizé esterilizacién o algun tipo de tratamiento de
inocuidad del material vegetal de clavel en ninguno de los montajes, lo cual permiti6 tener
una aproximacion del comportamiento de los aislamientos frente a las condiciones

adversas que se presentan normalmente en la degradacién en campo.

4.2.4 Evaluacion de la produccion de CO:

Para el caso de los montajes en microcosmos se realizo la evaluacion de la produccion de
CO, mediante respirometria. Se tomo el vial con la muestra de NaOH dentro de cada frasco
del microcosmos para su titulacion, y se reemplazé con un nuevo vial estéril con NaOH el
cual fue ubicado nuevamente en la parte central del frasco. Se cambiaron las soluciones
de hidréxido de sodio a los 7, 14, 21, 35y 42 dias.

La titulacion se lleva a cabo con HCI 0,2 N, para esto, se agreg6 0,1 mL de fenolftaleina

como indicador de pH y 1 mL de BaCl. 0,05 M el cual precipitd el carbono inorganico como
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BaCOs (Ecuacién 4.2. Reaccion cloruro de bario con carbonato de sodio). El resultado
obtenido es el NaOH remanente que reacciona con HCI (Ecuacién 4.3. Reaccién Hidréxido

de sodio con acido clorhidrico).

CO4 + 2NaOH - Na,CO; + H,0 (4.1)
BaCl, + Na,CO; — BaCO5 + 2NaCl 4.2
NaOH + HCI - NaCl + H,0 (4.3)

Los gramos de CO: producidos en los viales se determinaron a partir de los gramos de
NaOH que reaccionaron con éste (Ecuacién 4.1. Reaccién Diéxido de carbono con
Hidréxido de sodio). Para conocer este valor, se hallaron las moles de HCI que
reaccionaron con el NaOH (con base a los mL HCI gastados en la titulacion (Ecuacion 4.3)
y a partir de esto se determinaron los gramos de NaOH que no reaccionaron con el COx.
Es decir, los gramos de NaOH que reaccionaron con el CO; corresponden a la diferencia
entre los gramos iniciales (que se colocaron en el vial) y los gramos finales (que
reaccionaron con HCI). Se utilizé la Ecuacion 4.4 para determinar los mg de CO:
producidos por gramo de residuo de clavel. En esta ecuacién PMco2 es el peso molecular

del CO2 y PMnaon corresponde al peso molecular del NaOH.

mgCO, PM CO, 1

x 1000 x —— (4.9

= (g NaOHiniciales -8 NaOHreaccién) x PM NaOH x 2 g residuos

g residuos
La actividad biolégica de degradacién es proporcional al CO, producido por los

microorganismos que ejercen la degradacion.

4.2.5 Obtencion de extractos enzimaticos

Para la obtencidn de extractos enzimaticos se adicionaron 45 mL de buffer acetato (pH 5)
a 5 gramos de material vegetal en proceso de degradacion. Luego, se agitaron durante 5
horas. Se recuperaron 40 mL de suspension, y se centrifugaron a 6.000 rpm por 20
minutos. El extracto enzimético corresponde al sobrenadante. Estos extractos fueron
obtenidos de los montajes de microcosmos a partir de la semana 2 del inicio de la

degradacion, hasta la semana 5.
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4.2.6 Determinacion de actividades enzimaticas

Todas las actividades enzimaticas fueron determinadas espectrofotométricamente a partir

de los extractos obtenidos anteriormente.

= Actividad celulasa
La actividad CMCasa (EC 3.2.1.4) fue monitoreada a 595 nm y se midi6 usando como
sustrato carboximetilcelulosa (CMC) de baja viscosidad. La mezcla estaba compuesta de
1 mL de sustrato 1% (p/v) en solucion buffer citrato de sodio 50 mM (pH 5,0) y 1 mL de
muestra. La reaccion fue incubada a 28+2°C durante 3 horas y luego se llevo a bafio maria
a 90+2°C por 15 minutos, luego, se dejé 5 minutos en hielo para detener la reaccion. Se
centrifugd a 3000 rpm por 10 minutos. El sobrenadante fue analizado por el método de
Somogy-Nelson (Somogy, 1952) para determinar la concentracion de azlcares reductores
liberados luego de la reaccion. El blanco estaba compuesto de 1 mL de buffer citrato de
sodio 50 mM (pH 5,0). Una unidad de CMCasa se definié6 como la cantidad de enzima

capaz de liberar 1umol de azlcares reductores equivalentes a glucosa por minuto.

» Actividad lacasa
La actividad de la lacasa (EC 1.10.3.2) se midi6 monitoreando el cambio en la absorbancia
a 436 nm (436=29300 M cm) debido a la oxidaciéon de ABTS [4cido 2,2’ azino-bis-(3 etil
benzatiazoline sulfato)] en solucién buffer de acetato de sodio 60 mM (pH 4,5). El ensayo
se realiz6 mezclando 100 pL de buffer, 100 pL de ABTS 0,5 mM y 800 pL de muestra a
temperatura ambiente. La formacibn de un radical verde se sigui6
espectrofotométricamente durante 3 minutos. El blanco estaba compuesto de 900 pL de
buffer y 100 yL de ABTS 0.5 mM. Una unidad de actividad se definié como la cantidad de

enzima que permite la oxidacién de 1 umol de ABTS por minuto (Tinoco et al., 2001).

= Actividad manganeso peroxidasa (MnP)
La actividad manganeso peroxidasa (EC 1.11.1.13), fue monitoreada por la oxidaciéon de
2,6 dimetoxifenol a 468 nm (468=49600 Mt cm™). La mezcla contenia 450 pL de extracto
enzimatico, 500 pL de DMP 10 mM en solucion buffer de acetato de sodio 100 mM (pH 5),
50 pL de sulfato de manganeso 0,4 mM y 30 pL de perdxido de hidrégeno 22 mM. La
oxidacion se siguid espectrofotométricamente durante 3 minutos. Debido a que la lacasa 'y
la manganeso peroxidasa pueden oxidar el DMP, la actividad lacasa se rest6 de este

experimento, realizando la misma mezcla pero en ausencia de peréxido de hidrégeno y de
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manganeso. El blanco estaba compuesto de 450 uL de buffer, 50 pL de sulfato de
manganeso, 30 uL de peréxido de hidrégeno y 500 pL de DMP. Una unidad de actividad
se defini6 como la cantidad de enzima que permite la oxidacibn de 1 umol de 2,6

dimetoxifenol por minuto (Santoyo et al., 2008).

4.2.7 Caracterizacion de los residuos vegetales

Los residuos de clavel fueron caracterizados al inicio y al final del proceso de degradacion
(pasados 42 dias) para todos los tratamientos. Se remitieron todas las muestras al
Laboratorio de Nutricion Animal de la Facultad de Medicina Veterinaria y de Zootecnia de
la Universidad Nacional de Colombia y alli fue donde se realizaron los ensayos de
determinacion de fibra en detergente acido (FDA) y de determinacién de lignina segun la
metodologia de (Van Soest et al.,, 1991), con la finalidad de reportar el contenido de
celulosay lignina para cada muestra.

El grado de deslignificacion se calculé de acuerdo con la ecuacion 4.5, y el porcentaje de
celulosa hidrolizado, de acuerdo con la ecuacion 4.6. Los términos inicial y final
corresponden a los contenidos antes y después del proceso de degradacion del residuo
de clavel con cada tratamiento.

lignina inicial-lignina final
— (lignina Iniclal-Ter ) %100 (4.5)
lignina inicial

Grado de deslignificacion (%)

(celulosa inicial—celulosa final)

Celulosa hidrolizada (%) = * 100 (4.6)

celulosa inicial

4.2.8 Procesamiento de datos y analisis estadistico

Los resultados reportados fueron: celulasa (U/L), lacasa (U/L), manganeso peroxidasa
(U/L), produccion de CO, (mg de CO- / g de residuos de clavel) y productividad de CO
(mg de CO: / g de residuos de clavel / dia).

Se utilizaron los programas SigmaPIlot edicion 15 y GraphPad Prism 8 para la construccién
de las graficas. El andlisis estadistico establecid si existian diferencias entre los
tratamientos. Se utilizé una prueba ANOVA de un factor seguida de una prueba Post-Hoc
de Tukey para comparacion de medias con un nivel de confianza del 95%, en el programa
estadistico IBM SPSS Statistics ® 21.0.
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4.3 Resultados y discusion

4.3.1 Evaluacion del crecimiento microbiano mediante el
seguimiento ala produccion de CO:

La técnica de respirometria proporciona datos sobre la actividad microbiana en el sustrato.

Haciendo seguimiento a la produccién de CO; se puede tener una vision global de la

actividad metabdlica que esta sucediendo dentro del microcosmos.

Como se observa en la Figura 4-1, la produccion de CO, para todos los tratamientos estuvo
en el rango de 0,5 a 3 mg CO:/g de residuos de clavel durante los 42 dias de evaluacion.

mgCO,/ g residuos de clavel
mgCO,/ g residuos de clavel

: : T T T . T : . T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 45 [ 10 15 20 25 30 35 40 45
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura 4-1. Cinéticas mg COz / g residuos de clavel para microcosmos 1y 2.

La tendencia en la produccién de CO; es lineal y creciente para todos los casos. Parece
ser que la produccién de CO; continuara aumentando, ya que no se observé una fase de
disminucion de la producciéon de CO, en este tiempo, lo cual podria sugerir que la

degradacién completa de los residuos de clavel requiere mas tiempo.

A grandes rasgos, se puede evidenciar que la produccién de CO- en los controles sin
inocular es menor comparada con los tratamientos. Estos controles presentan una
produccion constante de CO:la cual es consecuencia de la degradacion de los
microorganismos que ya venian incorporados en los residuos de clavel. Es probable que
el haber fragmentado los residuos de clavel, aumentara la superficie expuesta facilitando
el atague por parte de los microorganismos e influyera en la velocidad del proceso. Se ha

reportado que encontrar el tamafio 6ptimo de particula puede llegar a duplicar la eficiencia
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en la degradacién (Nugrahini et al., 2022; Sanchez, 2009). Por lo que, a condiciones en

campo donde no se corte el material, podria presentar menores rendimientos.

Otra caracteristica para resaltar es que en los ensayos del microcosmos 2 (con HC1
liquido, producto del biorreactor), la produccion de CO es ligeramente menor comparada
con los tratamientos del microcosmos 1 de control (con HC1 de medio sélido). Esto era de
esperarse, pues los conidios provenientes de medio sélido presentan mayor viabilidad con
respecto a los producidos en medio liquido como se vio en los capitulos anteriores.
Ademads, se puede ver que los maximos valores se obtienen al dia 42, por lo que la Figura
4-2 permite visualizar si existio diferencia significativa entre tratamientos al finalizar el

ensayo.

(1) HC1
(2) HC1+T1.1
(3)T11
(4) CONTROL

(5) HC1
(6) HC1+T1.1
(7)T11
(8) CONTROL

DB NE

mgCO, / g residuos de clavel
mgCO, / g residuos de clavel

; % e :
1 2 3 4 5 6 7 8
Tratamientos Tratamientos

Figura 4-2. Produccién de mg CO2 / g residuos de clavel al dia 42. Las letras iguales representan

los grupos que no difieren significativamente segun la prueba de Tukey (Significancia al 95%).

Los resultados muestran que pesar de que el microcosmos 1 presenta mejores resultados,
el microscosmos 2 se destaca por tener el mayor resultado con el uso del co-cultivo entre
HC1 proveniente del biorreactor y T1.1 (tratamiento 6) obteniendo un valor de 2,83+0,14
mg CO./ g de residuos de clavel. La produccion de CO, para ambos montajes aumento6 en
un 17% con respecto al control sin inocular (2,40+£0,24 mg CO2/ g de residuos de clavel).
Esto tiene soporte literario al encontrarse que, un consorcio fangico lignocelulolitico
compatible se asocia frecuentemente con un mayor crecimiento colectivo y, por tanto, una
mejor degradacion del sustrato en comparacion con la obtenida para cada hongo por
separado (Xu & Hosen, 2010). Por otra parte, es un hecho conocido que una seleccién
adecuada de las fuentes y la relacion C/N promueven una buena actividad metabdlica,
ademds que la presencia de metabolitos como lipidos, vitaminas, aminoacidos y &cidos

organicos estimulan el crecimiento microbiano (H. Chen, 2013; Sanchez, 2009). Lo que se
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menciond previamente podria estar relacionado con el aporte del medio liquido MBAP, al
ser agregado al microcosmos y por esta razén, en esta evaluacion se obtuvieron mejores
resultados en el consorcio cuando se utiliz6 HC1 producto del reactor. Esto encuentra
apoyo en el trabajo realizado por Castillo Lépez y Dominguez Ordéfiez (2019), donde
destacan que la disponibilidad de carbohidratos, de proteinas degradables y el pH son

factores que afectan el crecimiento microbiano en procesos de degradacién vegetal.

En estudios de degradacién del tamo de arroz utilizando los mismos microorganismos, se
encontré que la menor produccién de CO; la obtuvieron con el tratamiento de HC1 con un
valor de 30,34+0,94 mg CO. / g tamo después de 47 dias de degradacion, en comparacion
con el tratamiento donde usaron T1.1, el cual tuvo una produccion de 68,76+3,73 mg CO-
/ g de tamo de arroz. Contrario a lo que esperaban, el co-cultivo no les representd un
aumento en la producciéon de CO,, sino que, se mantuvo similar al tratamiento con T1.1,
con un valor de 65,81+3,37 mg CO: / g tamo de arroz (Pedraza-Zapata et al., 2017). Estos
datos revelan que, primero, los valores de produccion de CO; utilizando residuos de clavel
fueron inferiores a los sistemas con tamo de arroz, y segundo, que el comportamiento es

similar, obteniendo valores cercanos entre el tratamiento con T1.1 y el co-cultivo.

Por otro lado, se comparé la productividad de CO; (ver Figura 4-3). Los resultados reflejan

diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos.
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Figura 4-3. Productividad de mg CO2 / g residuos de clavel en los microcosmos 1y 2. Las letras
iguales representan los grupos que no difieren significativamente segun la prueba de Tukey

(Significancia al 95%).

El mejor resultado para los dos montajes se relacioné con los consorcios obteniendo
valores de 0,071+0,003 mg CO2 / g residuos de clavel / dia y de 0,071+0,002 mg CO2 /g
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residuos de clavel / dia para los tratamientos 2 y 6 respectivamente. La productividad para
el microcosmos 1 se mejoré un 17% con respecto al control del tratamiento 4. Mientras
gue, la productividad para el microcosmos 2 aumentd un 13% con respecto al control del
tratamiento 8. Sin embargo, los resultados también indican que no es muy diferente utilizar
el consorcio, a utilizar sélo T1.1. Esto se puede relacionar nuevamente con los resultados
obtenidos en el estudio de Pedraza y colaboradores en 2017, donde el co-cultivo de HC1
y T1.1 tuvieron valores cercanos, mientras que la tasa de produccién de CO, mas baja la
obtuvieron con HC1 (0,72+0,09 mg CO. / g tamo de arroz / dia).

En sintesis, tanto los co-cultivos como los tratamientos que tenian Unicamente T1.1 tienen
la mayor produccién y productividad de CO; lo que se traduciria en un mayor crecimiento
microbiano. Se espera entonces, que estos ensayos sean los que presenten mayor
actividad enzimatica y presuntamente mejor capacidad degradadora de residuos de clavel,
esperando que destaque el tratamiento 6, que contenia Penicillium sp. HC1 proveniente
del biorreactor en medio MBAP VIT en conjunto con Pleurotus ostreatus T1.1, pues fue el

gue tuvo los mayores resultados.

4.3.2 Evaluacion de la actividad celulolitica

Las matrices vegetales de las flores contienen una cantidad significativa de celulosa, que
es un componente estructural clave en las paredes celulares de las plantas. Para su
descomposicién, ciertos microorganismos secretan enzimas especificas llamadas
celulasas. Estas enzimas tienen la capacidad de romper las cadenas de celulosa en
unidades mas pequefias, como glucosa, que luego pueden ser utilizadas como fuente de

energia para los microorganismos (Y. Zhang & Yamaura, 2020).

Es importante mencionar que para la determinacion de la actividad celulolitica se emple6
como sustrato de la reaccion carboximetilcelulosa (CMC). Este sustrato es considerado
para la determinacion especifica de endo-1,4-B-glucanasa (EG) (Ahmed et al., 2023;
Sanchez Garibello, 2013). Por lo tanto, la cuantificacion de las endoglucanasas se reporta
en este trabajo como celulosas de manera general. Mediante el método de Nelson y
Somogy se determind la actividad celulolitica y se empleé la curva de calibracién del Anexo
B. La Figura 4-4 visualiza las cinéticas de actividad celulolitica para los tratamientos del 1
al 8, correspondientes a los ensayos de los microcosmos. Se puede observar una

produccion de celulasas con un comportamiento similar para todos los tratamientos. El
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rango de actividad celulolitica que se obtuvo en esta investigacion estuvo entre los 5 U/L y

los 25 U/L aproximadamente.

CELULASA MICROCOSMOS 1 CELULASA MICROCOSMOS 2
30 20
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Figura 4-4. Cinética de la actividad celulasa en los microcosmos 1y 2.

Uno de los factores ampliamente discutidos es el efecto inhibitorio de la glucosa sobre las
celulasas. Segun el estudio de Stutzenberger y Lintz (1986), se observé que la glucosa a
una concentracion de 175 mM inhibié las endoglucanasas en un 27% para un sistema con
Pleurotus ostreatus. Otros estudios se han enfocados en especies de Penicillium como P.
miczynskii y P. citrinum para determinar las tasas de inhibicion por glucosa en la hidrolisis
de la celulosa, encontrando que dependen en gran medida de la unién productiva de la
celulasa, la procesividad y las cargas superficiales del sustrato (Beitel & Knob, 2013; da
Costa etal.,, 2018; Zhai etal., 2018). Lo anterior podria ayudar a explicar el
comportamiento en las cinéticas de actividad celulolitica al generarse una produccion y
acumulaciéon de azlcares reductores en las primeras semanas, y, por tanto, una inhibicién

reflejada en la disminucién de celulasas en la Gltima semana del seguimiento.

Existen otros factores que tienen influencia en la hidrdlisis, entre los que se encuentra la
concentracion de sustrato, el grado de polimerizacion, la accesibilidad a la celulosa, la
capacidad de adsorcion, la cristalinidad, la concentracion enzimatica, entre otros (Espinosa
Negrin et al., 2022; Sdnchez Garibello, 2013). Esto quiere decir, que la actividad celulolitica
probablemente fue inhibida de su produccion optima de celulasas por alguna condicion
anteriormente mencionada. Sumando a esto, se presume que debido a los olores
generados los ensayos de microcosmos no tuvieron la aireacion adecuada. Se recomienda
entonces, revisar en el disefio la aireacion, el pH, la competitividad con otros

microorganismos que vienen con el sustrato y la influencia de los pesticidas contenidos en
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los residuos de flores, ya que todas estas variables no fueron contempladas en este

estudio.

Es importante identificar la maxima produccion enzimética en el complejo celulolitico
debido a que este es un factor que puede influir en el sinergismo que presentan las enzimas
cuando llevan a cabo la hidrolisis en cooperacion. La maxima produccién enzimatica puede
llevar a la saturacion de los sitios de unidn a sustrato, por este motivo establecer los perfiles
de produccién enzimatica se hace necesario para determinar en qué punto podria ser mas
eficiente la degradacion (Qi et al., 2023). Los datos de actividad maxima para esta enzima

estan organizados en la Tabla 4-2.

Tabla 4-2. Actividad celulasa maxima por ensayo. Las letras iguales representan los grupos que no

difieren significativamente segun la prueba de Tukey (Significancia al 95%).

Maxima Tiempo de méxima
Microcosmos Tratamiento Namero actividad actividad celulasa
celulasa (U/L) (dias)
HC1 1 17,73+8,49 28
1 HC1+T1.1 2 16,33+0,18 28
(HC1 de medio PDA) T1.1 3 15,98+2,04 21
Control 4 13,75+2,38 28
) HC1 5 13,4442 41 ° 35
HC1+T1.1 6 13,13+2,77° 21
(HC1 de producto del
] T1.1 7 12,19+0,56 ab 35
biorreactor Cap. 3)

Control 8 7,15+2,43 2 35

Como era de esperarse, la maxima actividad celulasa se obtuvo para el tratamiento con
HC1 proveniente de medio PDA con un valor de 17,73+8,49 U/L. En general, los valores
del microcosmos 1 fueron mayores a los encontrados en el microcosmos 2. Sin embargo,
para HC1 producido en el biorreactor (tratamiento 5) también significo el mayor dato de
actividad celulolitica dentro de este montaje con un valor de 13,44+2,41 U/L, un 87% mas
gue el obtenido en su control (tratamiento 8), 7,15+2,43 U/L. Los co-cultivos entre HC1 y
T1.1 muestran una cercania a los datos obtenidos para los tratamientos que sélo tenian
HC1. Por otro lado, el tiempo de maxima actividad celulasa se dio mayoritariamente a los
28 dias para el microcosmos 1, mientras que, para el microcosmos 2 fue mas comun

pasados 35 dias.
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La Figura 4-5 permite comparar las actividades enzimaticas por semana obtenidas para la

celulasa para los tratamientos en microcosmos.

Celulasa semana 2 (14 dias) Celulasa semana 3 (21 dias)
20r

U/L
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301 25

u/iL
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Figura 4-5. Actividad celulolitica por semanas. Las letras iguales representan los grupos que no

difieren significativamente segun la prueba de Tukey (Significancia al 95%).

Como se puede observar, s6lo en la semana 5 (pasados 35 dias del inicio de la
degradacioén) se presentan diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos,
mostrando una marcada mejoria de la actividad celulolitica en los tratamientos inoculados
con respecto a los de los controles. Esto es respaldado con lo obtenido en el estudio de
degradacion del tamo de arroz donde usaron los mismos microorganimos de interés, alli
se dijo que, en cuanto a la actividad celulolitica, aunque HC1 presenté mayor actividad, no

se observaron diferencias entre los tratamientos (Pedraza-Zapata et al., 2017).

Emplear un sustrato complejo como los residuos vegetales de clavel, los cuales estan

compuestos por polimeros recalcitrantes como la lignina que pueden dificultar el acceso a
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la celulosa, demoran la degradacion y pueden afectar los tiempos de actividad enziméatica
maxima (Qi et al., 2023; Quevedo-Hidalgo et al., 2014). Para este caso de estudio, la
influencia de los pesticidas contenidos en los residuos vegetales del clavel también puede
estar retrasando los tiempos 6ptimos debido al caracter xenobibtico de estas sustancias
gue puede interferir en los procesos metabdlicos de crecimiento de los microorganismos y

por tanto afectar en su actividad enzimatica (Pereira et al., 2021).

Segun el estudio de Sun y Cheng (2002), la adicién de surfactantes, como el Tween-80 ®
y el polietilen glicol epoxidado, mejora la conversién de la celulosa al disminuir la adsorcion
de las celulasas sobre la lignina. La unién hidrofobica del surfactante con la lignina en la
superficie del sustrato resulta en la liberacién de las uniones no especificas de la enzima,
lo cual promueve el proceso de hidrdlisis (Eriksson et al., 2002; Ma et al., 2023; Tang et al.,
2023). Lo anterior podria ayudar a sumar explicaciones de por qué los ensayos cuando se
utilizd HC1 proveniente del medio solido PDA (que ademas presentan conidios con mayor
viabilidad) tuvieron actividades celuloliticas mayores, esto posiblemente causado por el

uso de las soluciones salinas con Tween 80.

En resumen, la actividad celulolitica represent6 una diferencia entre los tratamientos hasta
pasados 35 dias desde el inicio de la degradacién, destacando los ensayos con HC1
(incluyendo los consorcios) y reflejando un aumento en la actividad maxima de hasta 87%

en contraste con la del control.

4.3.3 Evaluacion de la actividad ligninolitica

La actividad ligninolitica juega un papel esencial en la degradacién de residuos vegetales
de flores. Estos desechos, ricos en lignina, representan una fraccion resistente y dificil de
descomponer en la materia vegetal. Sin embargo, ciertos microorganismos, especialmente
los HPB, producen enzimas que son capaces de descomponer y transformar la lignina en
compuestos mas simples y asimilable, lo que repercute en la ruptura de la matriz vegetal
para lograr una degradacion integral (Espinosa Negrin et al., 2022). Para cuantificar la
actividad ligninolitica, se puede medir las enzimas especificas que participan en este
proceso, las principales son: lacasa, peroxidasa, manganeso peroxidasa e hidrolasa. Este

trabajo de investigacion le hizo seguimiento a la actividad lacasa y manganeso peroxidasa.
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Evaluaciéon de la actividad lacasa

La Figura 4-6 muestra la cinética de la produccién de enzimas lacasa para los ensayos de
microcosmos durante el tiempo de estudio.

LACASA MICROCOSMOS 1 LACASA MICROCOSMOS 2

400, 500

- (hHCL - (5)HC1
200 = (2)HC1+T1.1 400 = (6) HC1+T1.1
(3)TL.1 200 (M) TL1
S 200 —* (4) CONTROL B -¥- (8) CONTROL
200
100
f _ 100
0 ’—J/!kl 0 _.__.._14.
NGl NGl Nt BN L N G N

iempo (dias) Tiempo (dias)

Figura 4-6. Cinética de lacasa en los microcosmos 1y 2.

Los datos obtenidos a partir de la cuantificacion de las enzimas lacasa permitieron
evidenciar una tendencia creciente para todos los casos, sobresaliendo los ensayos en los
que intervenia T1.1. Esta correlacion positiva de la lacasa con el crecimiento del hongo
T1.1 es respaldada por multiples investigaciones. La obtencién de lacasa con P. ostreatus
ha sido investigada por fermentacion sélida sobre residuos agroindustriales de paja de
trigo, semillas de uva, residuos de banano, bagazo de cafia, residuos herbales, cascaras
de mandarina, pulpa de manzana y de durazno, pulpa de café (Elisashvili et al., 2009; Jin
et al.,, 2020; Qi etal.,, 2023; Sun & Cheng, 2002), asi como también en residuos de
floricultura en cultivo sumergido (Quevedo-Hidalgo et al., 2014). El reporte de actividad

lacasa maxima para los ensayos de este capitulo aparece en la siguiente tabla.

Tabla 4-3. Actividad lacasa maxima por ensayo. Las letras iguales representan los grupos que no

difieren significativamente segun la prueba de Tukey (Significancia al 95%).

Maxima Tiempo de méxima
Microcosmos Tratamiento Ndamero actividad actividad lacasa
lacasa (U/L) (dias)
HC1 60,66+2,27 2 28

1
1 HC1+T1.1 2 230,86+65,95 b 35
(HC1 de medio PDA) T1.1 3 303,59+49,35 b 28
4

Control 33,13+17,70 2 28




100 Titulo de la tesis o trabajo de investigacion

) HC1 5 90,82+30,48 2 35
HC1+T1.1 6 351,04+52,79° 35
(HC1 de producto del
. T1.1 7 308,71+26,86 ° 28
biorreactor Cap. 3)
Control 8 78,95+6,89 2 35

Como se menciono anteriormente, los ensayos en los que intervino T1.1 tuvo respuestas
positivas para la produccion de lacasa. La méxima actividad lacasa se dio para el
tratamiento 6, referente al ensayo en el que se inocul6 tanto HC1 del biorreactor como
T1.1, obteniendo un valor de 351,04+52,79 U/L, seguido del tratamiento 7 y 3 (ambos
inoculados Unicamente con T1.1) con valores de 308,71+26,86 U/L y 303,59+49,35 U/L

respectivamente.

El hecho de que el mejor dato de actividad lacasa se diera para el consorcio HC1 — T1.1
tiene coherencia con la produccion de CO; encontrada, ademas, este resultado puede
estar respaldado por Dwivedi y colaboradores (2011) cuando evaluaron la produccion de
xilanasa y lacasa por una cepa mutante de Penicillium oxilacum en monocultivo y en co-
cultivo con Pleurotus ostreatus en diferentes sustratos lignocelulésicos. Sus hallazgos
evidenciaron que las actividades xilanasa y lacasa fueron mayores en co-cultivo que en
cultivos axénicos. Otros autores como Monahan y colaboradores (2014) compararon la
eficiencia del monocultivo fangico con la de los co-cultivos en la deslignificacion y
sacarificacion de residuos de cocina. En su trabajo describieron que el co-cultivo de
Trichoderma spp. con hongos celuloliticos mejoré la actividad, mientras que, su asociacion
con otros hongos del género Aspergillus y Pycnopurus no produjo una buena actividad de
degradacién en comparacién con los monocultivos correspondientes (K. et al., 2014). Por
lo tanto, se puede concluir que el co-cultivo no siempre implica una mayor actividad de
degradacién, esta mejora depende de los organismos implicados y de las condiciones

utilizadas durante el proceso de degradacion.

Es bueno recordar que a los residuos de clavel no se les hizo tratamiento de esterilizacion
previo y que HC1 no esta reportado como productor destacable de enzimas ligninoliticas.
De hecho, en el estudio de la degradacion del tamo de arroz, la actividad ligninolitica de
HC1 fue nula, no se lograron detectar niveles de lacasa ni de MnP (Pedraza-Zapata et al.,
2017). Luego, en el presente trabajo, los resultados para los tratamientos con HC1 fueron

mayores que los obtenidos para los controles. Esto debié suceder, posiblemente, por la
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interaccion de HC1 con los otros microorganismos con la que venia el sustrato y
probablemente también, por la interaccidén de estos con la solucién de sales. Es importante
tener presente que, los mecanismos de regulacidon enzimatica involucran procesos

globales (Gutiérrez-Rojas et al., 2015).

El tiempo de actividad lacasa maxima fue mayoritariamente a los 28 dias para el
microcosmos 1 (con HC1 del medio so6lido) y a los 35 dias para el microcosmos 2 (con
HC1 del biorreactor). Los resultados en esta investigacién muestran que el co-cultivo en
ambos casos se demora en llegar a su actividad maxima en comparacion con los
monocultivos. De igual manera, es probable que debido al estrés ambiental que se le esta
causando a los hongos, al reemplazar totalmente la fuente de carbono por los residuos de
flores, se generen complicaciones en la etapa inicial de adaptacién y se limite o inhiba su
crecimiento, y, por lo tanto, la produccion de enzimas se retarde (Mukherjee & Ghorai,
2023). La Figura 4-7 permite comparar las actividades enzimaticas por semana obtenidas

para la lacasa en los tratamientos de microcosmos.
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Figura 4-7. Actividad lacasa por semanas. Las letras iguales representan los grupos que no difieren

significativamente segun la prueba de Tukey (Significancia al 95%).
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Se logra observar que estos resultados tienen diferencias estadisticamente significativas
para cada semana, resaltando que, desde el inicio de la degradacion los tratamientos con
T1.1, incluyendo los co-cultivos, presentaron mayor actividad en comparacion con los de
sélo contenian HC1 y los controles. Era de esperarse que se encontrara mayor actividad
enzimatica para estos ensayos y tiene congruencia con los datos obtenidos en la
produccién y productividad de CO.. Esto es positivo para entender la sinergia que hacen
los hongos de estudio de este capitulo dentro del co-cultivo para realizar una degradacién

integral.

Las lacasas tienen una amplia especificidad de sustratos y son capaces de oxidar una gran
cantidad de compuestos xenobidticos incluyendo tintes sintéticos, pesticidas, fendlicos
clorinados e hidrocarburos aromaticos policiclicos (Pereira et al., 2021; Quevedo-Hidalgo
et al., 2014). Nuevamente, la interferencia de los pesticidas dentro de los residuos del
clavel pudo tener influencia en la cinética enzimatica, sin embargo, es de resaltar que esta
enzima podria ayudar a degradar estos compuestos xenobidticos reduciendo los impactos

ambientales por su introduccion en los ecosistemas.
Evaluacién de la actividad manganeso peroxidasa (MnP)

La actividad de la manganeso peroxidasa (MnP) ha sido objeto de numerosos estudios
relacionados con la degradacion de material vegetal. Al igual que la lacasa, esta enzima
tiene la capacidad para descomponer y oxidar la lignina. La Figura 4-8 muestra la cinética
de la producciébn de enzimas manganeso peroxidasa (MnP) para los ensayos de

degradacién en los microcosmos.
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Figura 4-8. Cinética de la actividad manganeso peroxidasa (MnP) en los microcosmos 1y 2.
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La cinética de la actividad MnP presenta una tendencia ascendente para los ensayos con
HC1 y para el control. Mientras que, para los ensayos donde esta involucrado T1.1 se

presenta un comportamiento en descenso con el pasar de las semanas.

La Tabla 4-4 organiza la actividad MnP maxima para cada ensayo. De ahi, se puede
determinar que el tratamiento con mayor actividad MnP fue el 3, en el cual se evalué el
efecto de T1.1, obteniéndose un valor de 152,77+23,92 U/L. El otro tratamiento con T1.1,
el 7, confirma la produccién de esta enzima con un valor maximo reportado de 95,15+4,14
U/L. Los siguientes ensayos con valores representativos de la MnP son los consorcios. Por
otro lado, el tiempo de maxima actividad MnP se presentd para los co-cultivos en ambos

casos a los 14 dias.

Tabla 4-4. Actividad MnP maxima por ensayo. Las letras iguales representan los grupos que no

difieren significativamente segun la prueba de Tukey (Significancia al 95%).

Maxima Tiempo de méxima
Microcosmos Tratamiento Numero actividad MnP actividad MnP
(U/L) (Dias)
HC1 1 29,66+9,96 2 35
1 HC1+T1.1 2 75,73+7,92 b 14
(HC1 de medio PDA) T1.1 3 152,77+23,92 ¢ 21
Control 4 19,42+1,22 a 28
) HC1 5 56,17+5,57 b 35
HC1+T1.1 6 84,75+5,75 ¢ 14
(HC1 de producto del
) T1.1 7 95,15+4,14 ¢ 21
biorreactor Cap. 3)
Control 8 11,23+3,08 2 28

A pesar de que estos datos muestran, al igual que con la actividad lacasa, que los
tratamientos con T1.1 tienen gran produccion de MnP, estos ensayos difieren en el
comportamiento: Mientras la lacasa aumentaba con el paso de las semanas, la manganeso
peroxidasa se reducia. Es posible que para este caso de estudio la enzima MnP haya
presentado algun tipo de inhibiciébn mas evidente para los tratamientos con T1.1 ya que la
actividad lacasa estuvo en auge en momentos diferentes, por lo que todavia habia lignina

por degradar.
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Segun Bonnarme y Jeffries (1990), la actividad de la MnP incrementa con la concentracién
de Mn (Il) cuando estudié P. ostreatus. Sin embargo, valores demasiado altos de Mn (II)
tienen un efecto inhibitorio. Estos investigadores encontraron un maximo en la actividad
MnP a 40 ppm de Mn (ll) y efecto inhibitorio a 199 ppm (Bonnarme & Jeffries, 1990). Por
otra parte, Baldrian y colaboradores (2005) reportaron que la actividad MnP fue afectada
negativamente con la adicién de Mn, Cu y Pb, y que, en el cultivo de P. ostreatus, la
actividad MnP fue més baja en presencia de Mn que en su ausencia. Lo anterior justificaria
la reduccion de actividad MnP presentada en los tratamientos con T1.1. Es posible que los
residuos de clavel, de por si, ya contengan manganeso en su composicion proveniente de
los fertilizantes y/o plaguicidas, ademas de esto, la adicion de iones manganeso en la
solucién de sales pudo aumentar la concentracion de este elemento superando el valor

Optimo para este sistema y generando inhibicion de la MnP.

Otro resultado importante a resaltar es, que tanto para esta enzima MnP como para la
lacasa, los ensayos con HC1 proveniente del biorreactor (tratamientos 5y 6) presentaron
mayor actividad enzimatica en comparacién con los tratamientos que usaban HC1 del
medio sélido (tratamientos 1y 2). Se presume que los compuestos que constituian el medio
MBAP VIT al ser adicionados a los microcosmos en la inoculacion de HC1, aportaron
elementos estratégicos para promover la actividad ligninolitica de manera global en el
sistema planteado. Una vez mas, los valores de actividad MnP en los sistemas con HC1
corresponden seguramente a la actividad de los otros microorganismos asociados a la

matriz vegetal, ya que HC1 por si solo no sobresale por su actividad ligninolitica.

La Figura 4-9 permite comparar las actividades enzimaticas por semana obtenidas para la
MnP en los tratamientos de microcosmos. Se logra observar que estos resultados tienen
diferencias estadisticamente significativas para cada semana, llamando la atencion que,
en la semana 2 (14 dias) existe una diferencia marcada entre los tratamientos con T1.1
(incluyendo el co-cultivo) y los demas tratamientos. Luego, a la semana 3 (21 dias), s6lo
se mantiene la distincién para los tratamientos que contienen T1.1, por lo que, los
consorcios (tratamientos 2 y 6) presentaron una reduccion significativa de la actividad MnP
de la semana 2 a la 3. Este comportamiento se mantuvo en la semana 4 (28 dias).
Finalmente, en la semana 5 (35 dias) salen a destacar los tratamientos con HC1 mientras

siguen en reduccion la actividad MnP de los ensayos con T1.1.
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Figura 4-9. Actividad MnP por semanas. Las letras iguales representan los grupos que
no difieren significativamente segun la prueba de Tukey (Significancia al 95%).

En resumen, como era de esperarse, T1.1 destacé por su actividad ligninolitica. La lacasa
y MnP tuvieron puntos de maxima actividad en diferentes tiempos, por lo que se presume
gue hubo inhibicién influencia por la carga bioquimica con la que venia el sustrato.
Haciendo un balance general de la actividad enzimatica, se puede concluir que cuando se
lograron altos valores de actividad ligninolitica se logré dar pie al incremento de la actividad
celulolitica. Esto es gracias, a que la degradacion de la lignina permitié un acceso a la
celulosa. Los resultados de la cuantificacion del CO, se alinearon con la mayor actividad
ligninolitica encontrada en los tratamientos con T1.1 y los co-cultivos, por lo que se espera

gue estos ensayos sean los que presenten mayor degradacion de residuos de clavel.



106 Titulo de la tesis o trabajo de investigacion

4.3.4 Evaluacion de la degradacién de residuos de clavel
mediante la caracterizacion de material vegetal sometido a
los tratamientos

Ademdas de la evaluacién enzimatica y la generacién de CO,, hay otros parametros que

pueden proporcionar detalles sobre la degradacion que esta ocurriendo en el sustrato. La

identificacion de los componentes estructurales presentes en la pared celular vegetal
ofrece datos relevantes acerca del proceso de hidrolisis que se lleva a cabo durante la
fermentacion solida. Al pasar las 5 semanas de degradacion, se determind la composicion
del contenido de celulosa y lignina de cada tratamiento. Los resultados brindados por el
Laboratorio de Nutricion Animal de la Universidad Nacional se organizaron y procesaron

para ser mostrados en la Tabla 4-5.

Tabla 4-5. Composicion de celulosa y lignina en la pared celular después de cada tratamiento

Celulosa o Grado de
) ) Celulosa ) ) Lignina o
Montaje Tratamiento hidrolizada deslignificacion
(%) (BS) (%) (BS)
(%) (%)
Inicial 0 27,29 0 7,01 0
1 32 5,46 13,2 2,08
Microcosmos 2 32 10,91 13,2 7,73
1 3 31,1 12,54 11,3 20,20
4 30,6 7,86 11,8 4,89
5 29,5 36,31 10,5 43,08
Microcosmos 6 29,2 37,79 10 46,50
2 7 32,1 32,52 10,4 45,10
8 31 22,51 9,9 37,86
9 35,6 24,73 8,3 24,79
10 32,5 19,83 8 15,42
Campo
11 34,8 17,80 7,5 24,08
12 35,8 11,69 8,2 5,61

BS= Base seca

Tal como se esperaba, los ensayos en co-cultivo y los ensayos con T1.1 fueron los que
presentaron mayores valores en el grado de deslignificacion, mientras que, para los
porcentajes de celulosa hidrolizada destacan los tratamientos en donde se usé HC1

producto del bioreactor (microcosmos 2 y campo).
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En el microcosmos 1, el tratamiento 3, asociado con T1.1 fue el que presenté mayor grado
de deslignificacién con un valor de 20,20%. Es razonable entonces, encontrar que este
mismo tratamiento sea el que presentd el mayor porcentaje de celulosa hidrolizada,
12,54%, ya que, al irse degradando la lignina, se amplia el area expuesta y se posibilita el
acceso a la celulosa (Sanchez, 2009). Para el caso del microcosmos 2, el tratamiento 6
(co-cultivo T1.1 con HC1 del biorreactor), fue el que presentd mayor grado de
deslignificacion con un valor de 46,50% y también el mayor porcentaje de celulosa
hidrolizada, 37,79%. En lo que respecta al montaje en campo, sobresalen los resultados
del tratamiento 9 (HC1 del biorreactor) con 24,79% de grado de deslignificacion y 24,73%
de celulosa hidrolizada. A su vez, el aumento del porcentaje de celulosa en todos los
tratamientos con respecto a la muestra inicial se explica por el incremento de la

deslignificacion (Sanchez, 2009).

Los tratamientos que emplearon T1.1 mostraron principalmente los niveles mas altos de
deslignificacion. La literatura reporta al Pleurotus ostreatus con 41% de grado de
deslignificacion en la degradacion de cascarilla de arroz durante 60 dias, también,
consiguio un grado de deslignificacion de 43,1% sobre raquis de palma en 30 dias y de
34,6% en degradacion de fibra de palma en 28 dias (Ospina & Pifieros, 2007; Rojas, 2011;
Taniguchi et al., 2005). Para el caso de los claveles, este trabajo obtiene grados de

deslignificacion menores a los reportados en otros sustratos.

Por otro lado, el tratamiento 1 (HC1 de medio sélido) no tuvo resultados positivos, sus
porcentajes de celulosa hidrolizada y de deslignificacion fueron inferiores a los del control.
De la misma manera, los resultados del microcosmos 1 y 2 fueron contrarios a las
expectativas, puesto que los andlisis anteriores sobre produccion de CO, y actividad
enzimatica daban indicios de que se tendrian mayores porcentajes de degradacién en el
microcosmos 1. Para esta investigacion sélo se tom6 en cuenta el contenido de lignina y
celulosa de una muestra inicial al azar que sirvio para hacer los calculos de degradacion.
Entonces, los resultados distintos a lo previsto podrian explicarse por la heterogeneidad
de los residuos de clavel por su cantidad de hojas, de tallos gruesos y delgados, lo que
representaria diferente composicion inicial de lignocelulosas en cada muestra de estudio,
y que, ademas, los residuos vegetales entre montajes pudieron coincidir con momentos
diferentes en el cultivo donde se les aplicaba agroquimicos. Por lo anterior, una hipétesis

de lo ocurrido puede asociarse a la posible presencia de plaguicidas y otros compuestos
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de sintesis quimica contenidos en la matriz vegetal de los residuos que pudieron llegar a
interferir en la degradacion. Esto se explica en investigaciones de biorremediacién en
donde encontraron que hongos del género Penicillium, como P. janthinellum, tiene una
buena capacidad de degradar plaguicidas organoclorados como la atrazina, creosota e
hidrocarburos poliarométicos (HPA) (Stamatiu Sanchez et al.,, 2015). También, Zhao
(2010) demostré que Penicillium oxalicum degradé organofosforados en diferentes
condiciones. Por lo que, el crecimiento y actividad enzimatica de HC1 pudo asociarse a la
degradacién de estos componentes, en lugar de privilegiar la degradacion de las
lignocelulosas. Asi mismo, se esperaba que hubiera un mejor rendimiento degradador en
los co-cultivos del microcosmos 1, sin embargo, T1.1 también pudo reflejar crecimiento y
actividad enzimética para la degradaciéon de pesticidas organofosforados. Pleurotus
ostreatus ha sido reportado como un fuerte degradador de estos compuestos xenobiéticos
y se ha demostrado que, a bajas concentraciones de organofosforados, la productividad
podia ser muy elevada (Pereira et al., 2021; Qi et al., 2023).

Resaltan positivamente los resultados encontrados en los tratamientos con HC1 producto
del biorreactor (5, 6, 9y 10) debido a que presentaron los mayores porcentajes de celulosa
hidrolizada. Lo anterior ayudaria a respaldar la presunta influencia que tiene la contribucién
del medio liquido MBAP VIT, por su aporte de lipidos, vitaminas, aminoacidos y acidos
organicos que estimulan el crecimiento microbiano, lo que aumentaria la actividad
metabdlica y, por lo tanto, ayudaria en la aceleracion de la degradacion de materiales
vegetales (H. Chen, 2013; Sanchez, 2009).

En concreto, la degradacion de residuos de clavel con la aplicacion de HC1 se ve acelerada
con respecto al control y es favorecida en consorcio con T1.1, validando de esta manera
el uso de estos bioinsumos para el sector floricultor. Adicionalmente, es posible que los
sistemas estudiados estén promoviendo en simultaneo la biodegradacion de compuestos
xenobidticos que favorecerian el cuidado de los ecosistemas al reducir su incorporacion al
ambiente. Se pensaria que esto representaria una desventaja en esta investigacion ya que
reduciria la eficacia para degradar lignocelulosas, pero, en realidad, esta dualidad puede
verse como un aspecto positivo que va alineado con la basqueda de la salud de los suelos
y la promocion de practicas agricolas mas sostenibles. Se requiere ampliar los estudios de
otros pardmetros en la degradacién para optimizar el sistema y entender de mejor manera

los beneficios y limitaciones de esta tecnologia.
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4.4 Conclusiones

El disefio experimental de este capitulo de la investigacion contempla el estudio del co-
cultivo de Penicillium sp. HC1 junto con Pleurotus ostreatus T1.1 en una proporcion 50:50
debido a que uno presenta actividad celulolitica mientras el otro lo complementa por su
actividad ligninolitica, permitiendo asi un estudio integral de la degradacion de los residuos
vegetales provenientes de cultivos de clavel.

En la cuantificacién de la produccion de CO,, se encuentra que todos los tratamientos
presentan mayor actividad metabdlica comparados con el control, este dato refleja la
presunta mejora en la aceleracion de la degradacion de los residuos de clavel. Los co-
cultivos obtienen los mejores resultados representando aumentos en la produccion y
productividad de CO; de hasta el 17% para las dos variables con respecto al control. La
actividad celulolitica se retard6 en manifestar diferencias. Pasados 35 dias expresé
diferencia significativa, destacandose los tratamientos con HC1 (incluyendo los co-cultivos)
y reflejando un aumento en la actividad celulolitica maxima del 87% con respecto al control.
Por otro lado, como era de esperarse, en la actividad ligninolitica destacaron los
tratamientos con T1.1 (incluyendo los co-cultivos). La lacasa y la MnP tuvieron puntos de
actividad maxima en diferentes tiempos por lo que se presume que hubo inhibicién
generada por la carga bioquimica con la que venia el sustrato. El balance general de la
actividad enzimatica permite afirmar que al alcanzar niveles elevados de actividad

ligninolitica se favorecié el aumento de la actividad celulolitica.

Finalmente, la degradacion de residuos de clavel se confirmé mediante el contenido de
lignina y celulosa en la pared celular después de los tratamientos, obteniendo los mejores
resultados en los ensayos en los que particip6 HC1 y en los co-cultivos con T1.1. Se estima
gue parte del crecimiento y actividad enzimatica en general fueron asociados a la
degradacién de compuestos de sintesis quimica, lo cual, estaria alineado a los principios

de sostenibilidad y salud de los suelos.
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5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Los resultados obtenidos en el capitulo 2 indican que los ensayos con CaCl, no tuvieron
un efecto significativo en la produccion de biomasa, conidios o su calidad en Penicillium
sp. HC1 en medio de cultivo sumergido, por lo que se decidié continuar con el medio base
sin modificaciones en la fuente de calcio. Luego, se evalué la influencia de los
casaminoéacidos encontrandose resultados positivos. La concentracion de 13 g/L de
casaminoacidos en el medio liquido demostré mejorar la maxima produccion de conidios y
biomasa, al igual que mejoré la viabilidad y en algunos casos la tolerancia térmica. Sin
embargo, debido a su alto costo, se investigé una alternativa utilizando un suplemento
compuesto por aminodcidos al que se denominé aminoacidos de prueba (AP), los cuales
respondieron en igual medida, mostrando mejoria en la viabilidad y productividad de los
conidios, pero no resultaron favorables para la tolerancia térmica. Esto se resolvié cuando
se afiadié un conjunto de vitaminas al medio de cultivo, lo que resulté en un aumento del
64% tolerancia térmica en comparacién con el control. Como resultado, se seleccioné el
medio MBAP VIT para continuar con las pruebas en el biorreactor en el siguiente paso de

la investigacion.

En el capitulo 3, se validé y demostro la efectividad del medio de cultivo liquido MBAP VIT
en biorreactor para la produccién de Penicillium sp. HC1 ya que la produccién de conidios
y biomasa en todos los ensayos para evaluar la aireacion resultaron mayores a los del
control. Aqui se concluyd que, en este sistema de fermentacién con un flujo de aire a 0,5
VVM no se garantiza estabilidad e integralidad estructural del organismo, por lo que no es
recomendable. En cambio, la condicién a 2,5 vvm mejoro la viabilidad, alcanzando un valor
mayor al 90%, y también mejoré la tolerancia térmica de los conidios de Penicillium sp.
HC1. Al finalizar esta etapa de la investigacion, se seleccion6 el producto de la
fermentacion en el biorreactor a una tasa de aireacion de 2,5 vvm para continuar con los

ensayos de degradacion vegetal.

Por ultimo, en el capitulo 4 se evalu6 un sistema donde se contempla un co-cultivo entre
Penicillium sp. HC1 y Pleurotus ostreatus T1.1, asi como sus capacidades por separado

para abordar la degradacion de residuos de cultivos de clavel brindados por una empresa
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con sede en Cundinamarca, aprovechando la actividad celuloliticia y ligninolitica de cada
organismo. En la cuantificacién de la produccion de CO-, todos los tratamientos mostraron
buenos resultados en contraste con el control, lo cual indica mayor actividad metabdlica,
por lo tanto, mayor crecimiento microbial, lo que podria traducirse indirectamente a mayor
actividad degradadora. Se obtuvieron los mejores resultados con los co-cultivos
representados en el aumento del 17% tanto de la produccién como de la productividad de
CO: en comparacion con el control. La actividad celulolitica presento diferencias hasta el
dia 35, los ensayos con HC1, incluyendo los co-cultivos, reflejaron un aumento significativo
de hasta el 87% en la actividad celulolitica maxima en comparacion con el control. Por otro
lado, los tratamientos con T1.1, incluyendo los co-cultivos, destacaron en la actividad
ligninolitica. Se observd una posible inhibicion enzimética presuntamente por la carga
bioquimica del sustrato. Por ultimo, se confirmé la aceleracion en la degradacion de
residuos de clavel con la caracterizacion en cuanto a contenido de lignina y celulasa
después de los tratamientos, y se encontré que los ensayos con HC1 (incluyendo el co-
cultivo) presentan una buena degradacion con respecto al control. De esta manera se

valida la capacidad del bioinsumo para el sector floricultor.

En definitiva, se profundizé sobre los efectos y la influencia que tienen aditivos complejos
como iones de calcio, casaminoacidos, aminoacidos ramificados, otros suplementos y
vitaminas sobre la produccién de Penicilium sp. HC1, asi como también, se dio una
ampliacién del efecto que tiene la aireacion en procesos de fermentacion sumergida en
tanque agitado, logrando mejoria en el disefio de sistemas de producciéon de bioinsumos.
Este producto fue validado atendiendo un requerimiento agricola del sector floricultor, el
cual esta actualmente en constante blsqueda de una alternativa para el manejo de sus
residuos vegetales. Se logré demostrar en esta investigacion la mejora en la aceleracion
de la degradacion de residuos de clavel con el uso de Penicillium sp. HC1 producido bajo
las mejores condiciones evaluadas en fermentacion sumergida y se encontr6 que su

efectividad se veia beneficiada en consorcio con Pleurotus ostreatus T1.1.
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5.2 Recomendaciones

Con relacién a la producciéon de Penicillium sp. HC1 en medios de cultivo sumergido se

recomienda profundizar los estudios para:

= Evaluar los efectos que tienen los componentes de los AP como la creatina
monohidratada y los aminoacidos de cadena ramificada (BCAA) buscando
entender la influencia que tienen estos compuestos y encontrando las
concentraciones Optimas para el crecimiento y calidad de los conidios generados

por el microorganismo.

= Entender los mecanismos de influencia que tiene la tiamina, riboflavina,
pantotenato de calcio, niacina, piridoxamina, acido tiético, acido fdlico, biotina y la
vitamina B12, por separado, en conjunto y en diversas proporciones para determinar
las concentraciones 6ptimas de produccion de Penicillium sp. HC1 con conidios

tolerantes a factores ambientales.

= Estudiar larelacion de la aireacion en conjunto con otros factores como la agitacion,
el pH, la geometria del fermentador, la tasa de esfuerzo cortante y la reologia, para
de esta manera, determinar integralmente un sistema equilibrado y 6ptimo que sea

préspero para el crecimiento de Penicillium sp. HC1.

= Analizar los metabolitos generados durante la fermentacién con el fin de identificar
aguellos que tengan un efecto inductor, asi como también, los que tengan un efecto

inhibidor para la conidiacion.

Con respecto a la evaluacion del bioinsumo sobre la degradacion de materiales

lignocelulésicos se sugiere lo siguiente:

= Determinar las condiciones 6ptimas del sistema de degradacion de residuos de

clavel para escalas en campo.

» Caracterizar y evaluar la influencia de los pesticidas y otros agentes de sintesis
guimica que puedan estar contenidos en la matriz vegetal de los residuos de clavel

e interfieran en los procesos de degradacion.
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A. Anexo:

Medio caldo arroz

Medios de cultivo

Componente Concentracion [g/L]
Harina de arroz 20
Triptosa 5
Sacarosa 15
pH=6,0
Medio base - MB
Componente Concentracion [g/L]
Sacarosa 20
NH4ClI 2
MgS04.7H20 0,5
KCI 0,5
KH2PO4 1
CaCOs3 0,5
Harina de arroz 2,8
Solucion de microelementos 0,1
Aceite de silicona 0,3
pH=55-6,0

Solucion de microelementos

Componente Concentracion [g/L]
Na2Mo00O4.2H20 5
Acido borico 3
ZnS04.7H20 0,01
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CuSO0a4.H20 0,15
MnS04.2H20 0,45
CoCl2 0 CoSOs4 0,2

En solucién 0,1 N de HCI

Medios para la evaluacién del calcio

Componente 1[g/L] 2 [g/L] 3[g/L]
Sacarosa 20 20 20
NH4ClI 2 2 2
MgS04.7H20 0,5 0,5 0,5
KCI 0,5 0,5 0,5
KH2PO4 1 1 1
CaCl; 2 4 6
Harina de arroz 2,8 2,8 2,8
Solucién de 0,1 0,1 0,1
microelementos
Aceite de silicona 0,3 0,3 0,3
pH=55-6,0

Medios para la evaluaciéon de casaminoéacidos

MAC - E1
Componente Concentracion [g/L]
Glucosa 8
Casaminoécidos 1,3
KH2PO4 2
MgS04.7H20 0,3
CaCl2.2H20 0,4
ZnS04.7H20 0,014
MnSO4.H20 0,016
FeS04.7H20 0,05



Bibliografia

CoCl2.6H20 0,037
Tiamina 0,5
Riboflavina 0,5
Pantotenato 0,5
Niacina 0,5
Piridoxamina 0,5
Acido tiotico 0,5
Acido félico 0,05
Biotina 0,05
Vitamina B12 0,05
MBC - E1
Componente Concentracion [g/L]
Glucosa 8
Casaminoécidos 1,3
NH4ClI 2
MgS04.7H20 0,5
KCI 0,5
KH2PO4 1
CaCOs3 0,5
Harina de arroz 2,8
Solucién de microelementos 0,1
Aceite de silicona 0,3

pH=55-6,0

MAC - E2
Componente Concentracion [g/L]
Glucosa 8
Casaminoécidos 13
KH2PO4 2
MgS04.7H20 0,3
CaCl2.2H20 0,4
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ZnS04.7H20 0,014
MnSO4.H20 0,016
FeS04.7H20 0,05
CoCl2.6H20 0,037
Tiamina 0,5
Riboflavina 0,5
Pantotenato 0,5
Niacina 0,5
Piridoxamina 0,5
Acido tiotico 0,5
Acido félico 0,05
Biotina 0,05
Vitamina B12 0,05
MBC - E2
Componente Concentracion [g/L]
Glucosa 8
Casaminoécidos 13
NH4CI 2
MgSQ04.7H20 0,5
KCI 0,5
KH2PO4 1
CaCOs3 0,5
Harina de arroz 2,8
Solucién de microelementos 0,1
Aceite de silicona 0,3
pH=55-6,0
MBAP
Componente Concentracion [g/L]
Glucosa 8
Aminoéacidos de prueba 13
NH4CI 2

MgS0a4.7H20 0,5
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KCI 0,5
KH2PO4 1
CaCOs 0,5
Harina de arroz 2,8
Solucién de microelementos 0,1
Aceite de silicona 0,3
pH=55-6,0
MBC VIT
Componente Concentracion [g/L]
Glucosa 8
Casaminoécidos 13
NH4CI 2
MgS0a4.7H20 0,5
KCI 0,5
KH2PO4 1
CaCOs 0,5
Harina de arroz 2,8
Solucion de microelementos 0,1
Aceite de silicona 0,3
Tiamina 0,5
Riboflavina 0,5
Pantotenato 0,5
Niacina 0,5
Piridoxamina 0,5
Acido tiotico 0,5
Acido félico 0,05
Biotina 0,05
Vitamina B2 0,05
pH=55-6,0

MBAP VIT
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Componente Concentracién [g/L]
Glucosa 8
Aminoéacidos de prueba 13
NH4CI 2
MgS0a4.7H20 0,5
KCI 0,5
KH2PO4 1
CaCOs3 0,5
Harina de arroz 2,8
Solucién de microelementos 0,1
Aceite de silicona 0,3
Tiamina 0,5
Riboflavina 0,5
Pantotenato 0,5
Niacina 0,5
Piridoxamina 0,5
Acido tiético 0,5
Acido folico 0,05
Biotina 0,05
Vitamina Bz 0,05
pH=55-6,0

Medios para la evaluacién de la degradacion

Medio salvado de trigo

Componente Concentracion [g/L]
Glucosa 20
Triptosa 5
Extracto de levadura 2
Sulfato de magnesio 3,07
Salvado de trigo 20
Agar - Agar 20

pH=6,0
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Solucién de sales para microcosmos

Componente Concentracion
K2HPO4 1g/L
MgS04.7H20 0,83 g/L
KCI 0,30 g/L
FeSO4 0,005 g/L
MnSO4 1,56 mg/L
ZnSOq4 1,40 mg/L
Tween 80 0,20 mL/L

pH=6,0
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B. Anexo: Curva de calibracidn
Nelson y Somogy

Para la elaboracién de la curva de calibracion se prepara una solucién madre de glucosa
100 ug/mL a partir de la cual se realizan diluciones. A cada una de ellas, se agregan las
soluciones de Somogy | y Il, se pasan a bafio maria de 90°C por media hora y luego se
agrega la solucién de Nelson, se deja en oscuridad por 24 horas y finalmente se toman los
datos de la absorbancia. Se grafican los resultados obtenidos y se hace la regresion lineal
correspondiente obteniendo la ecuacion de absorbancia (Y) en términos de la

concentracion de glucosa (X).

2,5

2,0 4

1,51

1,0 A

Absorbancia 595 nm

Y = 0,0368X - 0,0302
R? = 0,9966

0,5 1

0,0 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

Concentracion (ug/mL)

La ecuacion despejada para la curva obtenida con los reactivos utilizados es

__ Abs+0,0302

0,0368 (1.1)

Concentracion glucosa (ﬁ
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C.

tratami

Anexo: Resultados de la
caracterizacion de las muestras de
residuos de clavel después de los

entos

Resultados tratamiento O

REPORTE REPORTE REPORTE REPORTE
(Base himeda) (Base seca) (Base homeda) (Base seca)
ANALISIS ANALISIS
MATERIA SECA (%]1 128 DIGESTIBILIDAD IN VITRO DE LA MS (%)4
NITROGEND {%)1 DIGESTIBILIDAD IN SITU DE LAMS (%)
PROTEINA CRUDA (Nx8.25) (%1 DIGESTIBILIDAD EN PEPSINA 0.2 (%)
NITROGENO NO PROTEICO (%PC)2 CALTID (%)1
NITROGEND SOLUBLE (%PC|2 FOSFORD (%11
NITROGEND LIGADD A FOA (%)2 POTASIO (%)1
NITROGEND LIGADD A FDM (%12 MAGHESIO (%1
NITROGEND LIGADD A FON (%PC)2 SODIO (%)1
FIBRA CRUDA (%1 maikg)
FIBRA EN DETERGENTE NEUTRO (%3 CROMO{%)1
FIBRA EN DETERGENTE ACIDO (%)3 44 M3 ZINC (mghg)1
LIGNINA (%)3 09 701 COBRE {mag/g}1
HEMICELULOSA, (%)3 COBALTO (mgKg)1
EXTRACTO ETERED (%1 HIERRO (mgfgh
(CENIZAS (%)1 ENERGIA BRUTA (Mcalkg)
pH AZUFRE
REFERENCIAS 1 ADAC 1996. Official Methods of analysis of the Association of Analytical Chemists, (14 th ed)
2 Animal Feed Science and Technology (1996) 57:347-348
3 Journal of Dairy Science (1991) 74:3583-3597
4 Tilley and Terry, 1963, por la Universidad de , Manual de L io Universidad de
5 Manual de métodos fisicoguimices para el control de calidad de |a leche y sus derivados. ICONTEC
MND= No detectable
Resultados tratamiento 1
REPORTE REPORTE REPORTE REPORTE
(Hase humeda) (Fhiaess mescaal) (Bane Fumeda) (e aeca)
ANALISIS ANALISIS
MATERIA BECA (%]1 0,4 DIGESTIBILIDAD iV VITRO DE LANS 51
NITROGENG (%41 DIGESTIBILIDAT iV SITL OF LA M (%)
PROTEIMA CRUDA {Nif 28] %)1 DIGESTIBILIDAD EN PEPSING 0.2 (%)
NITROGENG NO FROTEIGD (%PGI2 CALCIO (%11
MITROGENG SOLUBLE (%PCIZ FOSFORD (%1
NITROGER LIGADG & FIA (%12 POTASIC (%
NMTROGENG |LIGADD & FIN (52 MAGNESIO (%11
MITROGEN LIGADD A FON PGPCT2 SO0 (%}
FIEFUA CRUDA (%11 MANGANESD (makg|t
FIEFLL EM DE TERGENTE MELTRD (%3 CROMOY%]1
FIERA EN DETERGENTE ACIDG [%)3 47 4532 ZINE jmgig)t
LIGHNIMNA (%3 14 132 COBRE {mg®g)1
HMEMICELULOSA (%[3 COBALTO (mgkg)t
EXTRACTO ETERED (%1 HIERFRO [mgikg)1
CEMTAS [3]1 ENERGIA RRLITA {Mealig)
ol ATUFRE
REFERENCIAS 1 ACC 1996, Officlal Methods of analysis of the Assoclation of Analytical Chemists, {14 th ed)

2 Animal Feed Science and Technology (1996) 57:347-348

3 Journal of Dairy Science (1391] 74:3583-3597

A Tilley and Terry, 1963, Modificado por |a Universidad de Mebraska, Manual de Labaratorio Universidad de Nebraska
5 Maneal de métodos fisicoguimicos para el control de calidad de la leche y sus derivados. ICONTEC

ND= Mo detectable
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Resultados tratamiento 2

REPORTE REPORTE REPORTE REPORTE
(Daies Fairmaday (hireos e (Dt P ) (e gacs
ANALEIS ANALISIE
MATERIA BECA %] 9.8 DIGEETIRILIDAD WY WITRD DE LAMS (%4
MITROGEND [#p DIIESTIRILIDAD @Y ST DE LA ME (%)
PROTEINA CRUDA {Nib 281 (%11 DIGESTIBILIDAD EN PEPSINGA 0.2 (%)
MITROGEMND NO PROTEICO (%PC12 CALCIO (%1
MITROGENG SOLUBLE (%PC2 FOSFORD (%1
MITROGERD LIGADC A FIA (312 POTASIC (%1
NITROGER LIGADO & FDH %2 MAGHESID (%11
MNITROGERD LIGADO A FDN [SPCT2 SO0 )
EIESA CRUDA (%1 BUANGANES D (makg)!
FIERA BN DETERGEMTE MEUTRD (%3 CROMO%]1
FIERA EX DETERGENTE ACIDD [%)3 452 ZINE (kg1
(LIGHIMA (%) 1,3 132 COBRE impHgi1
HEMICELULGSA (%13 COBALTO (mahig)t
EXTRACTO ETERED (%1 HIERSO [mpkg)t
CEMITAS )1 ENERGIA BRUTA {Moali)
(22l ATUFRE
REFERENCIAS 1 AQAC 1996. Officlal Methods of analysis of the Assoclation of Analytical Chemists, (14 th ed)

2 Animal Feed Science and Technology [1996) 57:347-348
3 Journal of Dairy Science (1991} 74:3583-3597
4 Tilley and Terry, 1963, Modificado por la Universidad de Nebraska, Manual de Laboratorio Universidad de Nebraska

5 Manual de memmfisicnqu[mims para el control de calidad de la leche y sus derivados. ICONTEC

ND= No detectable

Resultados tratamiento 3

REPORTE REPORTE REPORTE REPORTE
Hass humeday Bﬁm Bans Fmeda gmam
ANALEIE ANALEIS
MATERIA BECA %)1 99 IDIGESTIBLIDALD WV WITRD DE LA MS (%4
MITROGENG (%1 DIGESTIBILIDAD WV SITL OE LA MS (%)
PROTEINA CRUDA {Hwf 221 (%11 DIGESTIZILIDAD EH PEPSINA 0.2 (%)
MITROGERD NO PROTEICO (%PCI12 CALCIO (%11
MITROGEND SOLUBLE (PC2 FOSFORD (%)1
SITROGER LIGAT A FIA (%2 POTASIC (%1
MITROGERD LIGADO & FDN (%2 MAGHESIC {51
SITROGER LIGAT & FON P5PC12 SO0 ()1
FIERACRUDA (%1 MANGANESD (makg]!
FIERA EN DETERGENTE MEUTRD (%3 CROMO%11
FIBRA EN DETERGENTE ACIDO [%)3 4.2 424 ZINC [mgikg|1
LIGHIMA (%513 41 13 COBRE imp¥gil
HEMICELULCSA (%13 COBALTO (makg)l
EXTRACTO ETERED (%1 HIERS [mkg)t
CEMITAS [W11 ERFRGIA BRUTA {Moalikg)
pH ATUFRE
REFERENCIAS 1 ADALC 1996, Officlal Methods of analysls of the Association of Analytical Chernists, {14 th ed)

2 Animal Feed Science and Technology (1996) 57:347-348
3 Journal of Dairy Science [1991) 74:3583-3597
4 Tilley and Terry, 1963. Modificado por la Universidad de Nebraska, Manual de Laboratorio Universidad de Nebraska

5 Manual de métodos fisicoguimicos para el control de calidad de |a leche y sus derivados. ICONTEC

ND= No detectable
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Resultados tratamiento 4

REPORTE REPORTE REPORTE REPORTE
Base humeda) (Base seca) (Base humeda) (Base seca)
ANALISIS ANALISIS
MATERIA SECA (%)1 10,6 DIGESTIBILIDAD /N VITRO DE LA MS (%}4
NITROGENO (%)1 DIGESTIBILIDAD JN SITU DE LA MS (%)
PROTEINA CRUDA (Nx6.25) (%)1 DIGESTIBILIDAD EN PEPSINA 0.2 (%)
NITROGENO NO PROTEICO (%PC)2 CALCIO (%)1
NITROGENO SOLUBLE (%PC)2 FOSFORO {%)1
NITROGENO LIGADO A FDA (%)2 POTASIO (%)1
NITROGENO LIGADO A FDN (%)2 MAGNESIO (%)1
NITROGENO LIGADO A FDN (%PC)2 SODIO (%)1
FIBRA CRUDA (%)1 MANGANESO (mgrkg)1
FIBRA EN DETERGENTE NEUTRO (%)3 CROMO(%)1
FIBRA EN DETERGENTE ACIDO (%)3 45 42,4 ZINC (mg/kg)1
LIGNINA (%)3 1,2 1,8 COBRE (mg/Kg)1
HEMICELULOSA (%)3 COBALTO (mg/Kg)1
EXTRACTO ETEREQ (%)1 HIERRO (mg/Kg)1
CENIZAS (%11 ENERGIA BRUTA (Mcallkg)
pH AZUFRE
REFERENCIAS 1 AOAC 1996. Official Methods of analysis of the Association of Analytical Chemists, (14 th ed)
2 Animal Feed Science and Technology (1996) 57:347-348
3 Journal of Dairy Science (1991) 74:3583-3597
4 Tilley and Terry, 1963. Modificado por la Universidad de Nebraska, Manual de Laboratorio Universidad de Nebraska
5 Manual de métados fisicoquimicos para el control de calidad de la leche y sus derivados. ICONTEC
ND= No detectable
Resultados tratamiento 5
REPORTE REPORTE REPORTE REPORTE
(Base humeda) (Base seca) Base himeda (Base seca
ANALISIS ANALISIS
MATERIA SECA (%)1 7.6 DIGESTIBILIDAD /N VITRO DE LA MS (%4
NITROGENO (%)1 DIGESTIBILIDAD /N SITU DE LA MS (%)
PROTEINA CRUDA (Nx6.25) (%)1 DIGESTIBILIDAD EN PEPSINA 0.2 (%)
NITROGENO NO PROTEICO (%PC)2 CALCIO (% C%)1
NITROGENO SOLUBLE (%PC)2 FOSFORO (%)1
NITROGENO LIGADO A FDA (%)2 POTASIO (%)1
NITROGENO LIGADO A FDN (%)2 MAGNESIO (%)1
NITROGENO LIGADO A FDN (%PC)2 SODIO (%)1
FIBRA CRUDA (%)1 MANGANE SO (mg/kg)1
FIBRA EN DETERGENTE NEUTRO (%)3 CROMO(%)1
FIBRA EN DETERGENTE ACIDO (%)3 3,0 40,0 ZINC (mg/kg)1
LIGNINA (%)3 08 10,5 COBRE (mg/Kg)1LD 0,010
HEMICELULOSA (%)3 COBALTO (mg/Kg)1LD 0,01
EXTRACTO ETEREQ (%)1 HIERRO (mg/Kg)1
CENIZAS (%)1 ENERGIA BRUTA (Mcallkg)
pH AZUFRE
REFERENCIAS 1 AOAC 1996. Official Methods of analysis of the Association of Analytical Chemists, (14 th ed)

2 Animal Feed Science and Technology (1996) 57:347-348
3 Journal of Dairy Science (1991) 74:3583-3597/Lignina en acido sulfurico
4 Tilley and Terry, 1963. Modificado por la Universidad de Nebraska, Manual de Laboratorio Universidad de Nebraska

5 Manual de métodos fisicoquimicos para el control de calidad de la leche y sus derivados. ICONTEC

ND= No detectable
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Resultados tratamiento 6

REPORTE REPORTE REPORTE REPORTE
(Base himeda) Base seca) Base himeda (Base secal
ANALISIS ANALISIS
MATERIA SECA (%)1 75 DIGESTIBILIDAD IN VITRO DE LA MS (%)4
NITROGENO (%)1 DIGESTIBILIDAD IN SITU DE LA MS (%)
PROTEINA CRUDA (Nx6.25) (%)1 DIGESTIBILIDAD EN PEPSINA 0.2 (%)
NITROGENO NO PROTEICO (%PC)2 CALCIO (% C%)1
NITROGENO SOLUBLE (%PC)2 FOSFORO (%)1
NITROGENO LIGADO A FDA (%)2 POTASIO (%)1
NITROGENO LIGADO A FDN (%)2 MAGNESIO (%)1
NITROGENO LIGADO A FDN (%PC)2 SODIO (%)1
FIBRA CRUDA (%)1 MANGANESO (mgfkg)1
FIBRA EN DETERGENTE NEUTRO (%)3 GCROMO(%)1
FIBRA EN DETERGENTE ACIDO (%)3 29 39,2 ZINC (mgikg)1
LIGNINA (%)3 07 10,0 COBRE (mg/Kg)1LD 0.010
HEMICELULOSA (%)3 COBALTO (mg/Kg)1LD 0.01
EXTRACTO ETEREO (%)1 HIERRO (mg/Kg)1
CENIZAS (%)1 ENERGIA BRUTA (Mcal’kg)
pH AZUFRE
REFERENCIAS 1 AOAC 1996. Official Methods of analysis of the Association of Analytical Chemists, (14 th ed)
2 Animal Feed Science and Technology (1996) 57:347-348
3 Journal of Dairy Science (1991) 74:3583-3597/Lignina en acido sulfurico
4 Tilley and Terry, 1963. Modificado por la Universidad de Nebraska, Manual de Laboratorio Universidad de Nebraska
5 Manual de métodos fisicoquimicos para el control de calidad de la leche y sus derivados. ICONTEC
ND= No detectable
Resultados tratamiento 7
REPORTE REPORTE REPORTE REPORTE
(Base himeda) Base seca) Base himeda (Base seca
ANALISIS ANALISIS
MATERIA SECA (%)1 74 DIGESTIBILIDAD IN VITRO DE LA MS (%)4
NITROGENO (%)1 DIGESTIBILIDAD IN SITU DE LA MS (%)
PROTEINA CRUDA (Nx6.25) (%)1 DIGESTIBILIDAD EN PEPSINA 0.2 (%)
NITROGENO NO PROTEICO (%PC)2 CALCIO (% C%)1
NITROGENO SOLUBLE (%PC)2 FOSFORQ (%)1
NITROGENO LIGADO A FDA (%)2 POTASIO (%)1
NITROGENO LIGADO A FDN (%)2 MAGNESIO (%1
NITROGENO LIGADO A FDN (%PC)2 SODIO (%)1
FIBRA CRUDA (%)1 MANGANESO (mgfkg)1
FIBRA EN DETERGENTE NEUTRO (%)3 CROMO(%)1
FIBRA EN DETERGENTE ACIDO (%)3 32 42,5 ZINC (mg/kg)1
LIGNINA (%)3 08 10,4 COBRE (mg/kg)1LD 0.010
HEMICELULOSA (%)3 COBALTO (mg/Kg)1LD 0.01
EXTRACTO ETEREO (%)1 HIERRO (mg/Kg)1
CENIZAS (%)1 ENERGIA BRUTA (Mcallkg
pH AZUFRE

REFERENCIAS

1 ADAC 1996. Official Methods of analysis of the Association of Analytical Chemists, (14 th ed)

2 Animal Feed Science and Technology (1596) 57:347-348
3 Journal of Dairy Science (1991) 74:3583-3597/Lignina en acido sulfirico
4 Tilley and Terry, 1963. Modificado por la Universidad de Nebraska, Manual de Laboratorio Universidad de Nebraska

5 Manual de métodos fisicoguimicos para el control de calidad de la leche y sus derivados. ICONTEC

ND= No detectable
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Resultados tratamiento 8

REPORTE REPORTE REPORTE REPORTE
(Base humeda) (Base seca) (Base humeda’ (Base seca
ANALISIS ANALISIS
MATERIA SECA (%)1 88 DIGESTIBILIDAD N VITRO DE LA MS (%)4
NITROGENO (%)1 DIGESTIBILIDAD [N SITU DE LA MS (%)
PROTEINA CRUDA (Nx6.25) (%)1 DIGESTIBILIDAD EN PEPSINA 0.2 (%)
NITROGENO NO PROTEICO (%PC)2 CALCIO (% C%)1
NITROGENO SOLUBLE (%PC)2 FOSFORO (%)1
NITROGENO LIGADO A FDA (%)2 POTASIO (%)1
NITROGENO LIGADO A FDN (%)2 MAGNESIO (%)1
NITROGENO LIGADO A FDN (%PC)2 SODIO (%)1
FIBRA CRUDA (%1 MANGANESO (mg/kg)1
FIBRA EN DETERGENTE NEUTRO (%)3 CROMO(%)1
FIBRA EN DETERGENTE ACIDO (%)3 36 40,9 ZING (mgikg)1
LIGNINA (%)3 0.9 9.9 COBRE (mg/Kg)1LD 0,010
HEMICELULOSA (%)3 COBALTO (mg/ig)1LD 0,01
EXTRACTO ETEREO (%)1 HIERRO (mg/Kg)1
CENIZAS (%)1 ENERGIA BRUTA (Mcallkg)
pH AZUFRE
REFERENCIAS 1 ADAC 1996. Official Methods of analysis of the Association of Analytical Chemists, (14 th ed)
2 Animal Feed Science and Technology (1996) 57:347-348
3 Journal of Dairy Science (1991) 74:3583-3597/Lignina en dcido sulfirico
4 Tilley and Terry, 1963. Modificado por la Universidad de Nebraska, Manual de Laboratorio Universidad de Nebraska
5 Manual de métodos fisicoquimicos para el control de calidad de la leche y sus derivados. ICONTEC
ND= No detectable
Resultados tratamiento 9
REPORTE REPORTE REPORTE REPORTE
(Base hameda) (Base seca) Base himeda (Base seca
ANALISIS ANALISIS
MATERIA SECA (%)1 222 DIGESTIBILIDAD IN VITRO DE LA MS (%)4
NITROGENO (%)1 DIGESTIBILIDAD IN SITU DE LA MS (%)
PROTEINA CRUDA (Nx6.25) (%)1 DIGESTIBILIDAD EN PEPSINA 0.2 (%)
NITROGENQ NO PROTEICO (%PC)2 CALCIO (% C%)1
NITROGENO SOLUBLE (%PC)2 FOSFORO (%)1
NITROGENO LIGADO A FDA (%)2 POTASIO (%)1
NITROGENO LIGADO A FDN (%)2 MAGNESIO (%]1
NITROGENO LIGADO A FON (%PC)2 SODIO (%)1
FIBRA CRUDA (%)1 MANGANESO (mafkq)1
FIBRA EN DETERGENTE NEUTRO (%)3 CROMO(%)1
FIBRA EN DETERGENTE ACIDO (%)3 9,7 43,9 ZINC {mg/kg)1
LIGNINA (%)3 1.8 83 COBRE (mg/Kg)1LD 0.010
HEMICELULOSA (%)3 COBALTO (mg/Kg)1LD 0.01
EXTRACTO ETEREO (%)1 HIERRO (mg/Kg)1
CENIZAS (%)1 ENERGIA BRUTA (Mcalkg
pH AZUFRE

REFERENCIAS

1 AOAC 1996. Official Methods of analysis of the Association of Analytical Chemists, (14 th ed)

2 Animal Feed Science and Technology (1996) 57:347-348
3 Journal of Dairy Science (1991) 74:3583-3597/Lignina en acido sulfrico
4 Tilley and Terry, 1963. Modificado por la Universidad de Nebraska, Manual de Laboratorio Universidad de Nebraska

5 Manual de métodos fisicoquimicos para el control de calidad de la leche y sus derivados. ICONTEC

ND= No detectable
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Resultados tratamiento 10

REPORTE

REPORTE

(Base himeda) Base seca)

REPORTE

REPORTE

Base hiimeda) (Base secal

ANALISIS ANALISIS
MATERIA SECA (%)1 28,2 DIGESTIBILIDAD IN VITRO DE LA MS (%)4
NITROGENO (%})1 DIGESTIBILIDAD IN SITU DE LA MS (%)
PROTEINA CRUDA (Nx6.25) (%)1 DIGESTIBILIDAD EM PEPSINA 0.2 (%)
NITROGENO NO PROTEICO (%PC)2 CALCIO (% C%)1
NITROGENO SOLUBLE (%PC)2 FOSFORO (%)1
NITROGENO LIGADO A FDA (%)2 POTASIO (%)1
NITROGENO LIGADO A FDN (%)2 MAGNESIO (%])1
NITROGENO LIGADO A FDN (%PC)2 SODIO (%)1
FIBRA CRUDA (%)1 MANGANESO (mg/kg)1
FIBRA EN DETERGENTE NEUTRO (%)3 CROMO(%)1
FIBRA EN DETERGENTE ACIDO (%)3 14 40,5 ZINC (mg/kg}1
LIGNINA (%)3 2,3 8,0 COBRE (mg/Kg)1LD 0,010

HEMICELULOSA (%)3 COBALTO (mg/Kg)1LD 0.01

EXTRACTO ETEREO (%)1 HIERRO (mg/Kg)1

CENIZAS (%)1 ENERGIA BRUTA (Mcal/kg)

pH AZUFRE

REFERENCIAS 1 ADAC 1996. Official Methods of analysis of the Association of Analytical Chemists, (14 th ed)

2 Animal Feed Science and Technology (1996) 57:347-348
3 Journal of Dairy Science (1991) 74:3583-3597/Lignina en acido sulfirico
4 Tilley and Terry, 1963. Modificado por la Universidad de Nebraska, Manual de Laboratorio Universidad de Nebraska

5 Manual de métodos fisicoquimicos para el control de calidad de la leche y sus derivados. ICONTEC

ND= No detectable

Resultados tratamiento 11

REPORTE REPORTE REPORTE REPORTE
(Base humeda) (Base seca) Base himeda (Base seca’
ANALISIS ANALISIS
MATERIA SECA (%)1 24,8 DIGESTIBILIDAD /N VITRO DE LA MS (%)4
NITROGENO (%)1 DIGESTIBILIDAD /N 5ITU DE LA MS (%)
PROTEINA CRUDA (Nx6.25) (%)1 DIGESTIBILIDAD EN PEPSINA 0.2 (%)
NITROGENO NO PROTEICO (%PC)2 CALCIO (% C%)1
NITROGENO SOLUBLE (%PC)2 FOSFORO (%)1
NITROGENO LIGADO A FDA (%2 POTASIO (%]1
NITROGENO LIGADO A FDN (%)2 MAGNESIO (%)1
NITROGENO LIGADO A FDN (%PC)2 SODIO (%)
FIBRA CRUDA (%)1 MANGANESO (mg/kg)1
FIBRA EN DETERGENTE NEUTRO (%)3 CROMO(%)1
FIBRA EN DETERGENTE ACIDO (%)3 10,5 42,3 ZINC (mg/kg)1
LIGNINA (%)3 19 7.5 COBRE (mg/Kg)1LD 0,010
HEMICELULOSA (%)3 COBALTO (mg/Kg)1LD 0,01
EXTRACTO ETEREO (%)1 HIERRO (mg/Kg)1
CENIZAS (%)1 ENERGIA BRUTA (Mcal’kg)
LeH AZUFRE

REFERENCIAS

1 ADAC 1996. Official Methods of analysis of the Association of Analytical Chemists, (14 th ed)

2 Animal Feed Science and Technology (1996) 57:347-348
3 Journal of Dairy Science (1991) 74:3583-3597/Lignina en dcido sulfirico
4 Tilley and Terry, 1963. Modificado por la Universidad de Nebraska, Manual de Laboratorio Universidad de Nebraska

5 Manual de métodos fisicoguimicos para el control de calidad de la leche y sus derivados. ICONTEC

ND= No detectable
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Resultados tratamiento 12

REPORTE REPORTE REPORTE REPORTE
(Base hameda) (Base seca) Base himeda (Base seca
ANALISIS ANALISIS
MATERIA SECA (%)1 259 DIGESTIBILIDAD IN VITRO DE LA MS (%)4
NITROGENO (%)1 DIGESTIBILIDAD IN SITU DE LA MS (%)
PROTEINA CRUDA (Nx6.25) (%)1 DIGESTIBILIDAD EN PEPSINA 0.2 (%)
NITROGENO NO PROTEICO (%PC)2 CALCIO (% C%)1
NITROGENO SOLUBLE (%PC)2 FOSFORO (%)1
NITROGENO LIGADO A FDA (%)2 POTASIO (%)1
NITROGENO LIGADO A FDN (%)2 MAGNESIO (%)1
NITROGENO LIGADO A FDN (%PC)2 S0DIO (%)1
FIBRA CRUDA (%)1 MANGANESO (mg/kg)1
FIBRA EN DETERGENTE NEUTRO (%)3 CROMO(%)1
FIBRA EN DETERGENTE ACIDO (%)3 1.4 44,0 ZINC (mg/kg)1
LIGNINA (%)3 2,4 82 COBRE (mg/Kg)1LD 0,010
HEMICELULOSA (%)3 COBALTO (mg/Kg)1LD 0.01
EXTRACTO ETEREQ (%)1 HIERRO (mg/Kg}1
CENIZAS (%)1 ENERGIA BRUTA (Mcallkg)
loH AZUFRE

REFERENCIAS

1 ADAC 1996. Official Methods of analysis of the Association of Analytical Chemists, (14 th ed)

2 Animal Feed Science and Technology (1996) 57:347-348
3 Journal of Dairy Science (1991) 74:3583-3597/Lignina en acido sulfirico
4 Tilley and Terry, 1963. Madificado por la Universidad de Nebraska, Manual de Laboratorio Universidad de Nebraska
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Tiempo de retencion de la muestra: B meses a partic de [a emision del presente reporte,
Consideracidn: Los datos reportados por este laboratorio solo podran ser usados con fines de investigacidn.
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Este informe expresa fielments el resultado da los analisis realizados sobre la muestra recibida Mo podra ser reproducido parcial ni totalmente, excepto cuando se hava
obtenido previamente parmiso escrto por parte del laboratorio que lo emite. Los resultados contenidos en el presente informe, se refieren al momento y condiciones en que se
realizaron los andlisis v son emitidos exclusivamente con fines de investigacion. El laboratorio que lo emite no se responsabiliza de los perjuicios gue puedan derivarse del uso
inadecuado de los resultados entregados.
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