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Resumen

El estudio realizado tiene por objetivo desarrollar una tecnologia para la
produccion y medicién de biomasa fungica para la fermentaciéon de una especie de
hongo ectomicorricico, Suillus luteus, tanto en frascos agitados como en un reactor
agitado. Se determiné la temperatura de trabajo para las fermentaciones del hongo
en medio liquido como primera actividad. Se realizaron cinéticas en frascos, en las
que se empled el medio Melin-Norkrans (MMN), en estas se probaron tres
temperaturas de trabajo (10°C, 23°C y 30°C). Encontrandose que la temperatura que
presenta un mayor crecimiento es la de 23°C, produciendo 2,7 g/L de biomasa en 12

dias, a partir de un inéculo inicial de 1,11 g/L de micelio-agar picado.

Se evaluaron los parametros de crecimiento del hongo en una cinética de
crecimiento realizada en frascos agitados y cultivada con medio MMN y en una
cinética de crecimiento realizada en un reactor agitado, cultivado con medio Biotina
Acido Félico (BAF). Se realizaron mediciones de biomasa y sustrato en el transcurso
de la cinética y se calcularon los valores de velocidad especifica de crecimiento,
rendimiento de sustrato en biomasa, tiempo de duplicacion, productividad total de
biomasa y productividad méaxima de biomasa, encontrandose valores de 0,074 dia™;
0,23; 9,321 dia; 0,083 g/L dia y 0,132 g/L dia, respectivamente para la cinética
realizada en frascos y se encontraron valores de de 0,0448 dia™; 0,038; 15,47 dia;
0,0098 g/L dia y 0,019 ¢g/L dia, respectivamente para la cinética realizada en el

reactor agitado.

Se concluye que el hongo manifestd la capacidad de crecer en condiciones
controladas, tanto en frascos agitados como en un reactor agitado. Por otra parte, las
técnicas empleadas para la medicion de las cinéticas (peso seco como indice de
crecimiento de biomasa, medicién de glucosa como indice de consumo de sustrato,
etc.) son aplicables para las fermentaciones y caracterizaciones cinéticas de hongos

ectomicorricicos.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

1.1 Antecedentes generales

El desarrollo de tecnologias avanzadas para la fermentacion de organismos
vivos y la produccion de biomasa o metabolitos de interés, es un area de estudio en
la cual se han desarrollado investigaciones desde el siglo XIX con los

descubrimientos de Louis Pasteur.

El desarrollo del cultivo de organismos vivos ha progresado en este periodo de
tiempo. Gracias a las nuevas tecnologias que se han creado y se han puesto al
servicio de estos propdsitos, se ha logrado optimizar los tiempos de cultivo, utilizar

los nutrientes con rendimientos mas altos, mejorar la productividad, etc.

La fermentacion de organismos vivos en condiciones ideales, controladas con
instrumentos de alta precision, en ambientes estériles, durante periodos de tiempo
fijos y en cultivos con alimentaciones controladas, son condiciones que se alcanzan
con alta eficiencia en los cultivos en reactores agitados. La aplicabilidad de estos
ultimos en la productividad de los cultivos de organismos vivos es de gran beneficio
en la produccion de muchos tipos de ellos, tales como bacterias de interés, células

vegetales, hongos, etc. (Acevedo, 2002).

Los reactores agitados o biorreactores, cuando su propdsito es el cultivo de
organismos vivos, ademas de proporcionar una alternativa de cultivo con vastos
perfeccionamientos, entregan la posibilidad de escalar los procesos en desarrollo
hasta niveles industriales, conservando los rendimientos y mejoras logradas en

escalas inferiores (Stanbury, 2003).

Dentro de las especies que pueden ser cultivadas en biorreactores para

optimizar sus parametros de crecimientos se encuentran los hongos, organismos en



su mayoria multicelulares, de células eucariontes. Los hongos son capaces de
formar un cuerpo fungico multicelular de apariencia filamentosa, donde un filamento
fungico se denomina hifa y todas las hifas de un solo organismo se llaman

colectivamente micelio (Izco, 2004).

Los hongos que son capaces de formar asociaciones simbioticas mutualistas
con las plantas, a través de sus raices y de forma intercelular, son conocidos como
hongos ectomicorricicos. Estos hongos poseen gran importancia, pues al asociarse
con plantas de interés econdmico, como las especies forestales, favorecen el

crecimiento veloz y sano de las plantas (Raven, 1999; Izco, 2004)

Entre las tecnologias que contribuyen al aumento de la productividad de las
plantaciones forestales, se encuentra la inoculaciéon de plantas con hongos
ectomicorricicos seleccionados, que pueden promover un mejor establecimiento y

crecimiento, especialmente en suelos pobres y degradados (Rossi, 2006).

El hongo ectomicorricico Suillus luteus, es un Basidiomicete, es decir, se
reproduce a través de basidios y corresponde a una especie abundante en los
bosques de pinos, especie forestal de gran importancia econdmica para Chile (Rossi,
2006; Empresas CMPC, 2009).

La utilizacion de hongos ectomicorricicos en las plantaciones forestales de
interés econdmico, es una técnica poco utilizada que podria proveer de arboles de

pino mas fuertes y sanos a la industria forestal del pais en menor tiempo.

En nuestro pais, el Instituto Forestal (INFOR), consta con una vasta
experiencia en el cultivo de especies forestales, a nivel de laboratorio y a nivel de
viveros. INFOR ha desarrollado investigaciones en el campo de la micologia y dentro
de esta linea de trabajo ha producido y aplicado hongos ectomicorricicos en forma

experimental, en viveros forestales (CTPF, 2009).



Debido a lo anterior, el presente estudio consiste en analizar los distintos
parametros de crecimiento de un hongo ectomicorricico, Suillus Iluteus, para

implementar una tecnologia de produccion y medicién de micelio en medio liquido y

cultivado en un reactor agitado.



1.2 Objetivo general

Desarrollar una tecnologia para la produccién de micelio ectomicorricico, de
Suillus Iluteus, en medio liquido y cultivado por lotes en un reactor agitado, para su

uso en viveros forestales.

1.3 Objetivos especificos

. Determinar los parametros de la cinética de crecimiento de Suillus
luteus, cultivado en medio liquido en frascos con agitacion.

. Determinar el efecto de la temperatura en la cinética de crecimiento de
Suillus luteus, cultivado en medio liquido en frascos con agitacion.

" Caracterizar el crecimiento de Suillus luteus, cultivado en medio liquido

en un reactor agitado.



CAPITULO 2
REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Los hongos

Los hongos son organismos vivos eucariotas pertenecientes al reino Fungi
(Latin: “Hongos”). Morfologicamente, no poseen cloroplastos, por lo que se alimentan
de sustancias organicas sintetizadas por otros organismos, es decir, son
heterotrofos. Por otra parte, poseen paredes celulares compuestas por quitina, a
diferencia de las paredes celulares de las plantas que estan compuestas por
celulosa. Ademas se reproducen con un eficiente método de propagacion a través de
esporas, aéreas o nadadoras, y en su generalidad, estan compuestos de un cuerpo
vegetativo filamentoso, dotado de una gran capacidad de transporte interno de

sustancias (lzco, 2004).

Chytridiomycota
00 g

Zygomycota

Glomeromycota

Ascomycola

Basidiomycota

Figura N°2.1: Las 5 divisiones del Reino Fungi (Modificado de Pearsons Benjamin
Cummings, 2005).



Los hongos contemplan un grupo heterogéneo, polifilético, con organismos
pertenecientes al menos a tres lineas evolutivas diferentes. Actualmente se clasifica
el reino Fungi, en 5 divisiones: Quitridiomicetes (division Chytridiomycota),
Zigomicetes (division Zygomycota), Glomeromicetes (division Glomeromycota),
Basidiomicetes (division Basidiomycota) y Ascomicetes (division Ascomycota) (figura
N° 2.1) (Sitte, 2002; Izco, 2004).

Fisiologicamente, los hongos pueden dividirse en dos grandes grupos:
aquellos que se alimentan por fagocitosis gracias a que poseen un aparato
vegetativo desnudo, tipicamente en forma de una gran ameba plasmodial, llamados
Hongos Ameboides. Por otra parte, se encuentran los Hongos Lisotrofos que tienen
una fase asimiladora provista de pared celular, por la que atraviesan sustancias
solubles a través de difusibn (osmotrofia). Frecuentemente, estas moléculas
disueltas son el producto de un proceso de digestion externa de moléculas insolubles
mas grandes (lisotrofia), posibilitado por la adaptacion de un aparato vegetativo
filamentoso y ramificado (este conjunto de filamentos o hifas forma el micelio) (figura
N° 2.2) (Raven, 1999; Sitte, 2002; I1zco, 2004).

Faolimero
insoluble

B, =i
Lisis

-
-

-
.

CP‘ e
Absorcion eI Productos

orlahifa : :
P Linidades solubles - intermedios
eh las gue se ha Lisis
transformado el polimero

Figura N° 2.2: Esquema de digestion externa de los hongos lisotroficos (l1zco, 2004).



La mayoria de los Hongos Lisotrofos y del conjunto de hongos en general
(mas del 98%) componen un grupo monofilético, incluidos en una gran division
llamada Eumycota u Hongos Verdaderos. El origen de estos hongos no es claro,
segun Cavalier-Smith (citado por lzco, 2004), estos provienen de un grupo de
protozoos, especificamente Coanoflagelados con teca (Salpingoécidas).
Paralelamente, de ancestros similares habria derivado el vasto grupo de los animales
(Reino Animalia), por lo que los Hongos Verdaderos estarian mas proximos a los
animales que a las plantas (Reino Plantae), por lo que también podrian haber

aparecido antes que las plantas terrestres (lzco, 2004).

Los aspectos mas caracteristicos de los Hongos Verdaderos son: la presencia
de un flagelo liso dirigido hacia atras (solo en el grupo con presencia de células
flageladas); la composicion quimica de la pared celular, con presencia de quitina por

lo general y nunca de celulosa; y las mitocondrias con crestas planas (lzco, 2004).

2.2 Reproduccién fuangica

Los hongos se reproducen en un ciclo, que se inicia con el haplonte (con
excepcion en el haplodiplonte en las Blastocladiales), en los Ascomicetos y
Basidiomicetos domina una nueva fase: la dicaridtica, donde las células poseen dos
nucleos haploides cada una, siendo funcionalmente diploides. Sin embargo, el ciclo
haplodicariético es el mas caracteristico dentro de los hongos superiores, pues no

existe en ningun otro grupo (Sitte, 1999).

La mayoria de los hongos son eucarpicos, es decir, sus estructuras
reproductoras se forman sobre una parte determinada del talo, mientras que el resto
del organismo continua realizando funciones somaticas. Si bien es cierto, un trozo de
micelio, bajo las condiciones necesarias, puede servir de propaglo; es decir, podra
servir para propagar vegetativamente el resto del cuerpo del hongo, la normalidad de
la reproduccion de los hongos se da por la formacion de células reproductoras

especializadas, las esporas (Sitte, 2002; Izco, 2004)



Las esporas pueden ser acuaticas y nadadoras, al contar con la presencia de
flagelos, en cuyo caso se llaman zoosporas o planosporas. En la mayoria de los
casos son aéreas, es decir, desprovistas de flagelo, por lo que su desplazamiento es
pasivo, normalmente impulsadas por el aire y se llaman aplanosporas, y suelen tener

una pared muy dura (lzco, 2004).

Las esporas pueden producirse asexualmente previa mitosis, por o que son
denominadas mitosporas, éstas se forman por la division interna de los nucleos de
las células madre, en torno a los cuales se formaran otras tantas esporas, que al
principio maduraran dentro de la pared de la célula madre, constituyendo un
esporangio, donde se desarrollaran las esporangiosporas conocidas tambien como
endosporas. También es frecuente la produccion de exosporas asexuales, llamadas
conidios, que se forman previos a la division de una célula conidiégena. Los conidios
pueden ser formados por septacion o fragmentacion de una hifa preexistente
(taloconidios), o por la formacién de vesiculas de pared nueva que se hinchan para

recibir una copia del nucleo (blastoconidios) (Izco, 2004).

Por otra parte, el ciclo de un hongo puede alternar entre fases conidicas
(anamorficas) y fases de reproduccion sexual (telomoérficas). Esta fase, también
llamada fase perfecta, comprende la reunion de gametos o nucleos gaméticos, con lo
que se hace posible la recombinacion del material genético y la formacién de esporas
previa meiosis, por lo que se les conoce como meiosporas. La reproduccion se
puede dar por isogamia (fecundacion entre gametos de tamafo y forma igual) o
anisogamia (fecundacién entre gametos de tamafio y forma desigual), e inclusive por
oogamia (fecundacion entre un gameto masculino movil y pequefio y un gameto
femenino grande e inmdvil), en el medio acuatico. Sin embargo, por adaptacion a la
vida terrestre, la fecundacion se simplifico y puede darse por el simple contacto de
gametangios (células sexuales con nucleos gaméticos), con cesion directa de
nucleos a través de un poro y un tubo, o bien la fusién completa de gametangios

(copulacién gametangial o gametangiogamia) (Sitte, 2002; lzco, 2004).



En los hongos superiores, una de las caracteristicas mas interesantes de la
reproduccion, yace en la separacion en el tiempo entre las dos fases de la
fecundacion, la plasmogamia (fusion de los citoplasmas) y la cariogamia (fusién de
los nucleos). Esto da lugar a células dicariones, donde el micelio dicariético puede
mantenerse mucho tiempo conteniendo dos nucleos haploides por célula, aunque
desde el punto de vista genético contiene toda la informacion de un organismo
diploide. Cuando finalmente se completa la reproduccion sexual con la cariogamia,
seguidamente ocurre la meiosis y origina endosporas en el interior de ascas (células
en forma de saco que contienen en su interior esporas), llamadas ascosporas, 0
exosporas (estructura externa que contiene esporas), llamadas basidiosporas (figura
N° 2.3) (Sitte, 2002; Izco, 2004).

Phylum Caracteristica Reproductiva

Ascomycota Esporas sexuales originadas
internamente en sacos [lamados
ascas

Basidiomycota Esporas sexuales originadas

externamente en estructuras
llamadas basidio

Figura N° 2.3: Estructuras reproductivas de Ascomicetes y Basidiomicetes

(Modificado de Pearsons Benjamin Cummings, 2002).

Cabe destacar que es posible que ocurra un tipo de recombinacién genética
sin la mediacion de la fusién de gametos ni la meiosis. Esto ocurre a través de un
proceso llamado heterocariosis (fusién de micelios genéticamente distintos). Este

fendbmeno se conoce como parasexualidad y es el resultado de un conjunto de
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alteraciones poco probables entre cromosomas de los nucleos y segmentos de los

cromosomas, que se intercambian durante la mitosis (lzco, 2004).

2.3 Micelio

Los Hongos Verdaderos, en su mayoria, tienen un aparato vegetativo en
forma de micelio, formado por hifas cilindricas, ramificadas y delimitadas por una
pared tubular. Pueden encontrarse sin la presencia de septos, por lo tanto
cenociticas, llamadas hifas sifonadas. En los grupos mas complejos se encuentran
con septos, llamandose hifas septadas, que si bien fortalecen la estructura, no
impiden el transporte de sustancias, gracias a la presencia de poros, se presenta la
composicidon detallada de hifas septadas y sifonadas en la figura N° 2.4. Las hifas se
encuentran muy bien adaptadas para la exploracién del sustrato, para el ataque
enzimatico y la posterior adsorcion de los nutrientes solubles asi liberados, ademas

de transportarlo rapida y eficazmente dentro del organismo (lzco, 2004).
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1. Pared celular;, 2. Plasmalema;

3 Lomasoma; 4. Micleo; 5. Mucleolo;
6. Mitocondrio;

7. Réticulo endoplasmatico y cariclema;
8 Ribosoma; 9. Dictiosoma;

10 Vacuola, 11. Vesicula apical;

12 Gota lipidica; 13. Glucdgeno.

Seccion transversal de la parte i’ I("
subapical de una hifa 1 f ,
I\

Hifas
septadas

Figura N° 2.4: Hifas septadas y sifonadas (Izco, 2004).

El crecimiento de las hifas se encuentra localizado exclusivamente en la zona
apical, los tramos mas viejos de las hifas se van vacuolizando, con lo que el
citoplasma y las sustancias nutritivas se ven empujadas hacia la punta de las hifas.
En la punta de la hifa se encuentra un engrosamiento de la pared, donde se
encuentra una matriz de microfibrillas de quitina, entre las cuales se deposita un
relleno proteico y polisacarido no fibrilar. Por otra parte, la membrana celular posee
una particularidad, la presencia de ergosterol, sustituyendo al colesterol de los

plasmalemas animales (Sitte, 2002; Izco, 2004).
2.4 Micorrizas
Micorrizas es el término acufiado por Albert Berhhard Frank en 1885, del

griego “mycos” (Hongo) y ‘“rhizos” (Raiz). Describe las asociaciones que los hongos

establecen en las raices o rizoides de las plantas. La relacion simbidtica que se
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genera es mutualista, es decir, ambos salen beneficiados de esta asociacion. Por
una parte la planta obtiene nutrientes (minerales, agua, entre otros) y el hongo
obtiene hidratos de carbono y vitaminas que de otra forma no podria obtener (Raven,
1999; Izco, 2004).

Hoy en dia se sabe que la gran mayoria de las plantas terrestres forman
micorrizas, se reconoce su presencia en briositas, sobre todo Hepaticas, en muchas
Pteridofitas, en todos los grupos de Gimnospermas y en la mayoria de las
Angiospermas; aunque se conocen algunas familias que han desarrollado resistencia
a los hongos micorricicos, las Ciperaceas, las Juncaceas, las Cariofilaceas y las
Cruciferas. Por su parte los taxones fungicos que establecen micorrizas son
Zigomicetos, Ascomicetos, Basidiomicetos y Deuteromicetos (Raven, 1999; lzco,
2004).

La presencia de micorrizas esta presente, inclusive, en los fosiles de las
plantas vasculares primitivas y eran tan frecuentes como los son hoy en dia. Esto
sugiere que la evolucién de la asociacién micorricica pudo haber sido uno de los
pasos decisivos en la colonizacion vegetal de la tierra firme. De hecho las micorrizas
son uno de los tipos de simbiosis mas abundantes en la biosfera, esto gracias a la
demostrada habilidad superior de las raices micorrizadas en la captacion de agua y
nutrientes; en consecuencia, las plantas micorrizadas tienen mayores posibilidades

de colonizar los suelos mas pobres (Raven, 1999; Izco, 2004).

El hongo, a través de sus hifas, establece la infeccion en los periodos de
crecimiento activo de las raices de las plantas, las que son atraidas por exudados de
la raiz, penetrando las raices secundarias de la planta, modificando su anatomia y
formando la micorriza, como se puede ver en la plantula de pino de tan solo 4 cm de
crecimiento sobre el suelo de la figura N° 2.5. El hongo en el proceso de infeccidn
solo invadira la epidermis y el cértex de la raiz, sin entrar nunca, en el cilindro

vascular y en el tejido meristematico (Raven, 1999; Izco, 2004).



13

Figura N° 2.5: Micorriza en plantula de pino de 4 cm de crecimiento (Raven, 1999).

Existe un gran numero de ventajas que proporciona la existencia de las
micorrizas. Gracias a ésta, la planta es capaz de explorar un mayor volumen de
suelo que la que alcanza sélo con sus raices, puesto que se le suman las hifas del
hongo, permitiendo captar con mayor facilidad el agua y los elementos (fosforo,
nitrégeno, calcio y potasio). La proteccion que el hongo le brinda a la planta le
permite resguardarse de los cambios de temperatura y la acidificacion del suelo
derivada de la presencia de azufre, magnesio y aluminio y brindandole un mayor

tiempo de vida a las raices que presentan la micorrizacién (Raven, 1999; lzco, 2004).
2.5 Tipos de micorrizas
La gran mayoria de las plantas terrestres presentan micorrizas. Segun los

caracteres morfologicos y anatomicos que se desarrollan y la posicion relativa de las

hifas fungicas a las células de la raiz, se pueden reconocer hasta siete tipos distintos
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de micorrizas: Ectomicorrizas, Endomicorrizas (Vesiculo-Arbusculares o VA),
ectendomicorrizas, micorrizas arbutoides, ericoides, monotropoides y de orquideas.
Aunque los dos tipos principales son las Endomicorrizas (Vesiculo-Arbusculares o
VA) y las Ectomicorrizas (fig. N° 2.6) (Izco, 2004).

Micelio extrarradicular A. Ectomicorrizas

MF
£ Celula cortical
: Fed de Hartig

G. Ectendocmicorrizas

hanto

F. Micorrizas
monotrepoides
Haustdrios

Arbutdides
E. Micorrizas
arbutoides

D. Micorrizas
orquidaceas

Novelos 5% e

¢ r B. Micorrizas
A arbusculares
. . A T
C. Micorrizas e N\

ericoides “ Egparn

Enralarmientos fl
kicélio extrarradicular

Figura N° 2.6: Tipos de micorrizas (Universidad de Coimbra, 2009).

2.5.1 Micorrizas orquidioides

Las micorrizas orquidioides producen la infeccidon en un estadio muy temprano
de la orquidea, las semillas tienen pocas reservas y cuando germinan ya cuentan
con hongos micorrizogenos que les aportan carbohidratos y nutrientes. La hifa
penetra en el suspensor y forma rizos muy ramificados de célula en célula y asi se
desarrolla la plantula hasta que es capaz de realizar fotosintesis, aunque la infeccion

continua durante la vida adulta de la planta (fig. N° 2.6 D) (Izco, 2004).
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2.5.2 Micorrizas ericales

Las micorrizas Ericales realizan su simbiosis con las plantas de ese orden
(plantas lefiosas que crecen en suelos pobres o acidos), estas micorrizas a su vez
comprenden tres tipos: Ericoides (fig. N° 2.6 C), Arbutoides (fig. N° 2.6 E) y
Monotropoides (fig. N° 2.6 F). En las Ericoides las células del hospedante son
invadidas por hifas intracelulares y forman rizos tipicos, con invaginacién de su
plasmalema y en la superficie de la raiz forma una trama de hifas. El hongo vive
asociado a la planta alrededor de 3 a 4 semanas, hasta que la raiz es degenerada y
luego muere. En las Arbutoides se repite el mismo proceso que en las Ericoides,
aunque en este tipo se forma manto y red de Hartig. En las Monotropoides la
asociaciéon se forma con plantas sin clorofila del género Monotropa, la planta
depende del hongo en esta asociacién para vivir, ya que la provee de carbohidratos
provenientes de otras plantas con las que también se encuentra conectado (lzco,
2004).

2.5.3 Hongos ectendomicorricicos

Las Ectendomicorrizas reunen caracteristicas de los dos tipos principales
(Ectomicorrizas y Endomicorrizas), en general el manto estd muy reducido, aunque la
red de Hartig estd muy bien desarrollada y la penetracién intracelular se produce por
medio de enrollamientos hifales o rizos (figura N° 2.7 C vy figura N° 2.6 G) (lzco,
2004).

2.5.4 Hongos endomicorricicos

Las endomicorrizas, micorrizas endotroficas o Vesiculo-Arbusculares son el
tipo mas comun y ampliamente distribuido, se desarrollan en las raices primarias
donde las hifas se conectan inter e intracelularmente con el hospedante para formar
vesiculas y arbusculos. Las hifas no son septadas, no forman manto y sélo algunas

de ellas exploran el suelo, ademas no ocurre modificacion del sistema de
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ramificacion de las raices de las plantas (figura N° 2.7 B y figura N° 2.6 B) (lzco,
2004).

L T—
LT Eaporagi T
f o germifiafidg

Mlicorriza
{manto)

Cirtex
de laralz

Hifa en espacios intercelulares Arblsculos Vesiculas
{red de Hartig)

Figura N° 2.7: Principales tipos de micorrizas (Izco, 2004).

2.5.5 Hongos ectomicorricicos

Las ectomicorrizas o micorrizas ectotréficas, se establecen cuando el micelio
fungico coloniza las raices de las planta de forma intercelular formando una envoltura
sobre las raices afectadas denominado manto. Desde el manto, las hifas crecen
individualmente, hacia fuera, introduciéndose al suelo, y hacia dentro, intercalandose
entre las células del cortex de la raiz (a través de la lamina media), logrando de esta
manera formar un entramado llamado red de Hartig (figura N° 2.8). En esta
estructura, el micelio deja de estar tabicado, es cenocitico, o que es interpretable
como una ventaja para los procesos de intercambio (fig. N° 2.6 A y fig. N° 2.7 A)
(Izco, 2004).
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Res de Hartig g sl
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Figura 2.8: Estructura de la interaccién de los hongos ectomicorricicos (Modificado
de Hemard et al., 2008).

La simbiosis ectotrofica sélo se desarrolla en raices secundarias, cortas y de
crecimiento limitado. Mientras se desarrolla la micorriza, el hongo excreta sustancias
reguladoras del crecimiento, causando cambios en el sistema de ramificacion. Las
raices aparecen entonces hinchadas, mas cortas, romas, ramificadas y sin pelos
radicales. La funcion de absorcidn de agua y nutrientes, ahora la realiza el
entramado de hifas, que desde el manto, penetran en el suelo (Raven, 1999; Izco,
2004).

En términos nutricionales y fisiologicos, esta relacion mutualista provee al
hongo constantemente de carbohidratos, tanto diméricos como monoméricos,
producidos por la planta en la fotosintesis; y vitaminas producidas en otras funciones
internas de la planta, las cuales no pueden ser producidas por los hongos. Estos

compuestos son transportados desde su fuente de produccién, las hojas, hasta las
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raices, donde los hongos los captaran (entre el 10 % y el 30 % de lo que las plantas
producen en total), a cambio, la planta puede utilizar la amplia red de micelios del
hongo, para captar agua y/o nutrientes desde el suelo, mejorando sus capacidades
de captacion y aumentando su tolerancia al estrés bidtico y abidtico. Estas
asociaciones permiten a las plantas acceder a captar iones que estan inmovilizados
en el suelo, especialmente en pH basico (Australian National Herbarium, 2009;
URGI, 2009).

El mejoramiento de la captacion de nutrientes, gracias a la simbiosis
ectomicorricica conectada intercelularmente con la planta, se explica tanto fisica
como quimicamente. El diametro de los micelios de los hongos es mucho mas
pequefio que las raices mas pequefas de las plantas y pueden recorrer mayores
espacios de suelo, dotandose de una superficie de captacion mucho mas grande.
Ademas, la quimica de la pared celular de los hongos es distinta a la de la planta
permitiendo mas captacion de nutrientes, ya que la quitina presente en la célula
fungica permite que los micelios sean mucho mas permeables, que las células
vegetales, debido a que la molécula de quitina es mas pequefa que la molécula de
celulosa (Australian National Herbarium, 2009; URGI, 2009).

2.6. Diversidad de hongos

Los hongos que forman las ectomicorrizas son principalmente Basidiomicetos
(con unas 5.000 especies), Ascomicetos y Zigomicetos, incluyendo muchos de los
hongos macromicetos forestales (hongos con “pie”), y los Sclerodermatales (hongos
sin “pie”), asi como el hongo hipdgeo que fructifica bajo tierra, conocido como trufa.
Géneros de hongos bien conocidos que forman ectomicorrizas son Amanita, Boletus,
Hebeloma, Laccaria, Lactarius, Pisolithus, Rhizopogon, Russula, Scleroderma,
Suillus y Tricholoma (todos Basidomicetos), y Cenococcum y Tuber (Ascomicetos)
(Izco, 2004; Australian National Herbarium, 2009).
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Las ectomicorrizas son relativamente poco frecuentes, entre un 3% y un 5%
de las plantas terrestres establecen esta simbiosis, aunque su valor radica en que lo
presentan las plantas de importancia forestal (pinos, robles, abedules, encinas,

sauces, nogales, entre otros) (Izco, 2004).

2.7. Suillus luteus

Suillus luteus, también conocido en Chile como boleto o callampa del pino,
pertenece al orden Boletales (tabla N° 2.1), crece bajo pinos de diversas especies,

asociado a sus raices y aparece durante el otofio y el invierno.

Morfolégicamente tiene un sombrero convexo, que puede superar los 12 cm
de diametro, color pardo oscuro, una superficie muy viscosa (debido a un
revestimiento mucilaginoso), un borde bastante regular y en etapa juvenil es
frecuente encontrarlo con restos del velo parcial (figura 2.9). Posee tubos
decurrentes, redondeados, de color amarillo claro y bastante largos. El pie es
blanquecino cilindrico, de tamafo proporcional al del sombrero, con un anillo
membranoso amplio de color blanco violaceo, por debajo del anillo es viscoso y
granulado; por arriba, de carne gruesa, blanquecina o amarillenta, sin olor o sabor
particular (figura 2.9). La carne es espesa, pero tierna, mas fibrosa en el pie, de color
amarillo palido. Es una especie comestible de buena calidad por lo compacto de su
carne y su discreto rendimiento, aunque se debe retirar la piel del sombrero para
evitar problemas estomacales (Asociacion Micolégica de Durango, 2009; Red

naturaleza, 2009).
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Tabla 2.1: Clasificacion cientifica Suillus luteus.
Nombre Cientifico

Clasificacion

Dominio: Eucarya

Reino: Fungi
Filo: Basidiomycota

Clase: Homobasidiomycetes
Orden: Boletales
Familia: Suillaceae
Genero: Suillus
Especie: S. luteus

(Encyclopedia of Life, 2009)

Figura 2.9: Hongos Suillus luteus (Kuo, 2004).

Las caracteristicas macroscépicas y microscopicas de los cultivos in vitro de

este tipo de hongos, segun Sanchez et al. (2000) son: Micelio pardo, pardo-
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anaranjado o algunas veces con tonalidades rosaceas. Micelio aéreo blanco, muy
abundante, de aspecto algodonoso y distribuido por toda la colonia sobrepasando el
micelio basal, margen irregular de color crema, reverso pardo o pardo-amarillento. El
didmetro de la colonia tras cuatro semanas de crecimiento es de 4 cm. Hifas hialinas
o ligeramente pardo-amarillentas, de paredes finas, algunas flexuosas, de 1,5 a 6,5

pMm de diametro. Presentan engrosamientos intercalares de hasta 12 ym.

2.8. Cultivo de Suillus Iuteus

Suillus luteus crece generalmente mas lento que los basidiomicetes no
micorricicos cultivados in vitro. Experiencias realizadas por Sasek y Musilek (1971)

en medio de cultivo sélido, demuestran el lento crecimiento de este hongo.

Las técnicas de cultivo in vitro de organismos vivos, tales como el cultivo en
medio solido, el cultivo sumergido en medio liquido en frascos, el cultivo sumergido
en medio liquido en reactores, etc., pueden ser aplicadas en el cultivo de hongos
ectomicorricicos. Esta clase de hongos crece de forma diferente en cultivos

sumergidos, que en cultivos solidos.

En cultivos realizados en fermentadores y frascos agitados orbitalmente, la
morfologia de los micelios de estos hongos es de pellets. La morfologia es
importante en cultivos sumergidos para determinar el crecimiento de biomasa de
estos organismos, la imperfecta forma de crecimiento tiende a generar un
crecimiento no-uniforme dentro del medio de cultivo. Sasek (1989) demostro en sus
cultivos en frascos estacionarios, frascos con agitacion orbital y en un fermentador de
20 litros con 10 litros de volumen utilizado, que es posible obtener una cinética de
crecimiento similar a la de microorganismos, pues se obtuvieron pellets con forma
esférica que no perdieron su estructura en el medio de cultivo, (como se puede
apreciar en la figura 2.10). Estos pellets son cuantificables a través de peso seco
para determinar su biomasa y deben ser recolectados representativamente desde las

fermentaciones para la validez de estas experiencias.
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Figura 2.10: Pellets de Suillus luteus, a partir de cultivo sumergido (Sasek 1989).

La forma y estructura de estos pellets esta dada por las fuerzas de agitacion,
fuerza de corte, etc. presentes dentro del reactor, las cuales constantemente cortan
los micelios y generan nuevos puntos de crecimiento. Las estructuras de pellets en la
figura 2.10 son micelio que se dan por el constante crecimiento dentro del reactor,

gracias a la gran cantidad de nutrientes presentes (Sasek, 1989).

Las técnicas que actualmente son utilizadas para el -cultivo de
microorganismos de interés industrial, pueden ser adaptadas para la produccion de
hongos ectomicorricicos e inoculantes biolégicos mas elaborados. El cultivo liquido
de estas especies representa una mejora considerable en ocupacién de tiempo y

espacio, logrando productividades mayores con menos esfuerzos, ademas se tiene
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la capacidad de poder escalar estos procedimientos hasta niveles industriales (Sasek
y Musilek, 1971; Sasek, 1989).

La informacién sobre el cultivo de esta clase de hongos es escasa
actualmente, si se pretende generar aplicaciones a gran escala para hongos
ectomicorricicos, se debe contar con informacién acabada sobre la fisiologia,

bioquimica y parametros de crecimiento de estos organismos (Rossi, 2006).

Las técnicas de cultivo sumergido de hongos ectomicorricicos, proveen de una
alternativa atractiva para la produccién de indculos, ya que ademas de ser capaces
de optimizar la utilizacion de recursos para el cultivo, permiten también el control de
las condiciones de cultivo, tales como: pH, temperatura, oxigeno disuelto, velocidad

de agitacion, etc. (Rossi, 2006).

El estudio de Rossi (2006), logra describir con gran detalle las necesidades y
condiciones pertinentes para el cultivo de estos organismos, ademas de determinar
los parametros de la cinética de crecimiento para esta clase de organismos. Esto se
basd en una serie de experimentos de caracterizacion de parametros de crecimiento
y desarrollo de una tecnologia para el cultivo de seis especies de hongos

ectomicorricicos en reactores Airlift.

Senior et al (1992), en su investigacion, logra producir micelio de dos especies
de hongos ectomicorricicos, en cultivo por lotes, para aplicarlo como indculo
biolégico en plantas, determiné su crecimiento a través de la cuantificacion de
biomasa por peso seco y analiza la dependencia del pH sobre el crecimiento en el
tiempo. En este estudio se trabajo en el crecimiento controlado desde cultivos
sélidos, en el crecimiento en reactor y su aplicacion en plantas, completando asi el

ciclo de produccidn y aplicacidon del hongo a escala de laboratorio.

El estudio de Kuek (1996) masificd Laccaria laccata, cuantificando la biomasa,

a través de peso seco. Alli se analiz6 la dependencia del pH con respecto al
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crecimiento de biomasa en el medio y se cuantifica la cantidad de glucosa residual
en el medio. En una etapa de crecimiento en frascos con agitacidon, se analizé la
dependencia de sales de fosfato y concentracion de glucosa en el medio para la
produccion de biomasa, ademas se determinaron parametros de crecimiento tales

como productividad de biomasa y se analizaron como parte del cultivo en frascos.

En Carrillo et al (2004), fueron capaces de masificar, en reactor, dos especies
de hongos ectomicorricicos, incluyendo una variedad de Suillus y determinaron su
crecimiento a través de la cuantificacién de Ergosterol, como un compuesto asociado
a la pared fungica y que se suele utilizar para la cuantificacion de ectomicorrizas en

raices de plantas.

Sasek y Musilek (1971) reportd crecimientos de biomasa en cultivo sélidos e

inoculaciones concordantes con las presentadas para esta investigacion.

El estudio de Musilek et al. (1969) report6 mediciones y resultados
significativamente similares a los esperados en esta investigacion con el hongo

Oudemansiella mucida.

Finalmente uno de los pocos autores que investigé sobre las cualidades del
cultivo de Suillus luteus en fermentadores y frascos con agitacion fue Sasek (1989),
quien obtuvo curvas de crecimiento para estas dos modalidades de cultivo, en

fermentaciones de 30 dias, con maximos de biomasa superiores a 10 g/L.

2.9. Medio de cultivo

En el cultivo de especies fungicas, especialmente hongos ectomicorricicos,
existe una gran variedad de medios de cultivos capaces de entregar las condiciones
apropiadas para el crecimiento de estos organismos, el medio de cultivo que se
utiliza con mas frecuencia es el MMN (Medio Melin-Norkrans), aunque se ha

demostrado que otros medios de cultivo pueden proveer a los hongos de nutrientes
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con mayor eficiencia en su crecimiento (medios: BAF, Biotina Aneurina acido Folico;
SAB, Sabouraud Agar; EMA, Extracto de Malta) (Rossi, 2006). La composicion de los

medios de cultivo se especifica en la tabla N° 2.2.

Tabla 2.2: Formulacién de medios de cultivo especificos para hongos.

Nutrientes MMN SAB BAF EMA
glucosa
Extracto de papa 49
Extracto de Malta 39 30g
d — Glucosa 10¢ 20g 304g
Peptona 10g 249 59
Extracto de 0,2g
levadura
(NH4),HPO4 0,25¢
KH,PO4 0,5¢ 19 0,5¢
MgSQO4 * 7H,0 0,15¢ 19 0,5¢g
CaCl; 0,059 100 mg
FeCls 10 mg 10 mg
NaCl 0,025¢g
MnSO;4 * 4 H,O 5mg
ZnS0O4 * 7TH,0 1 mg
Acido Félico 0,1 mg
Biotina 0,001 mg
Inositol 50 mg
Tiamina 0,1 mg
Tiamina HCI 0,05 mg
Agua Destilada 1.000mL  1.000mL 1.000 mL  1.000 mL

(Santiago-Martinez et al, 2003).
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Fundamentalmente se diferencian en la concentracion y presencia de fuentes
de carbono, presencia de vitaminas vegetales y presencia de micro-nutrientes, como

se puede ver en la tabla 2.2 (Rossi, 2006).

2.10 Condiciones de cultivo

Son pocos los estudios publicados sobre el cultivo sumergido para la
produccion de biomasa de hongos ectomicorricicos utilizando reactores. Por otra
parte, no existen estudios que informen sobre los resultados obtenidos para
operaciones por lote alimentado o cultivo continuo, aunque se puede concluir
rapidamente que el cultivo continuo seria poco eficiente por las bajas velocidades de
crecimiento de los hongos. Es necesario generar informaciéon sobre experiencias
relacionadas con el tema e innovaciones en las técnicas ya existentes para cultivos
por lotes (Rossi, 2006).

Tabla N° 2.3: Condiciones de cultivo previamente utilizadas.

Condiciones de cultivo

Autor Temperatura Aireacion Agitacion
Senior et al 100% y 50 %
25°C . . 150 rpm
(1992) Oxigeno disuelto
Kuek (1996) 25°C No informada 200 rpm
Carrillo et al 60% Oxigeno
23 °C 100 rpm
(2004) disuelto
Sasek et al
20°C No informada No informada
(1971)
Musilek et al
23+2°C No informada 350 rpm
(1969)
Sasek (1989) 24 °C 8 L/minuto 200 rpm

Rossi (2006), en su estudio, utilizd una temperatura de 25+1° C, en ausencia

de luz para sus cultivos en placas Petri, y utilizé una temperatura de 25+1° C, en
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matraces Erlenmeyer de 250 mL., con ino6culos de discos de micelio-agar de 7 mm.
de diametro aproximadamente, considerando entre 5 a 8 por frasco y cultivados en
ausencia de luz. Ademas utilizd una temperatura de 25+1° C, con inéculos de 0,25
g/L, 300 rpm y 0,27 vvm (volumen de aire por volumen de liquido por minuto) para su

cultivo en reactor. En la tabla N° 2.3, se informan condiciones similares a las recién

presentadas.
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CAPITULO 3
MATERIALES Y METODOS

3.1. Seleccién del inéculo ectomicorricico de Suillus luteus

Segun el aislamiento de INFOR, se seleccion6 la especie fungica utilizada
considerando su alta velocidad de crecimiento, previamente demostrada. A su vez se
optd por la utilizacion de un aislamiento de S. luteus con alta velocidad de
crecimiento (CTPF, 2009).

3.2. Medio de cultivo

Los medios de cultivo utilizados fueron el BAF (Biotina Aneurina acido Folico),
utilizado por Kuek (1996) y MMN (Medio de Melin-Norkrans) modificado, utilizado por
Rossi (2006). Ambos medios fueron ajustados a pH 5,8. La composicién se presenta
en la tabla 3.1 (Kuek, 1995; Rossi, 2006).



Tabla 3.1: Formulacion de medios de cultivo.
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Nutrientes BAF BAF VNN
Liquido Sélido Modificado
Glucosa 15 ¢ 30g 15¢
Peptona 29 29
(NH4)2HPO4 0,75 ¢
Extracto de
levadura 029 029
KH2PO4 0,5¢ 0,59 159
MgSQO4 ¢ 7H,0O 0,59 0,59 0,45¢
CaCl, 100 mg 100 mg 0,15¢
FeCls; 10 mg 10 mg 30 mg
NaCl 0,075 ¢
MnSQOy4 ¢ 4 H,O 5mg 5mg
ZnS0O4 ¢ 7H,0 1 mg 1 mg
Acido Fodlico 0,1 mg 0,1 mg
Biotina 0,001 mg 0,001 mg
Inositol 50 mg 50 mg
Tiamina HCI 0,05 mg 0,05 mg 0,3 mg
Agua Destilada 1.000 mi 1.000 ml 1.000 mi
Agar 159

(Santiago-Martinez et al., 2003)

3.3. Esterilizacion

La esterilizacién se realiz6 de la forma que se indica a continuacién (Kuek,
1995; Rossi, 2006; Vignoli, 2006):

. Los medios de cultivo y los utensilios utilizados en los procesos de
inoculacion fueron esterilizados en autoclave a 121°C y 1 Atmdsfera de

presion manometrica, durante 15 minutos.
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. Las placas, los frascos y todo el material de vidrio implicado en el
cultivo del hongo fue esterilizado en autoclave a 121°C y 1 Atmdsfera

de presion manométrica, durante 15 minutos.

. El reactor, previamente ensamblado, fue esterilizado en autoclave a

121°C y 1 Atmdésfera de presién manométrica, durante 15 minutos.

. Los protocolos de cultivo, inoculacién y manejo del hongo, fueron

realizados en ambiente estéril bajo una camara de flujo laminar.

. La desinfeccion directa de las superficies donde se trabajé con el hongo

fue realizada con alcohol al 70%.

. Los instrumentos de corte de trozos de micelio-agar fueron esterilizados
en autoclave a 121°C y 1 Atmosfera de presion manométrica, durante
15 minutos. Ademas fueron desinfectados con alcohol al 70% y fuego

directo de un mechero.
3.4. Protocolos de cultivo
El proceso de inoculacién y de cultivo del hongo fue estandarizado para
reducir las probabilidades de variaciones estadisticas asociadas a las metodologias
utilizadas. Se estandarizaron los protocolos, los cuales se describen a continuacion.
3.4.1. Stock inicial
Se utilizaron los aislamientos existentes en el banco de cepas de INFOR. Las

variedades fungicas ahi presentes fueron preservadas en placas Petri, con medio de

cultivo MMN vy replicadas periédicamente para mantener su actividad.
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3.4.2. Cultivo en placas

Se propago el hongo en placas Petri con medio de cultivo BAF Sdlido, como

se indic6 en la tabla 3.1.
3.4.3. Metodologia de corte de trozos de micelio-agar

Se estandarizo el corte de trozos de micelio-agar de forma que todos los
in6culos fueran equivalentes. Se analizaron los pesos secos de los trozos y se
vincularon con el crecimiento radial registrado para cada muestra. Por lo tanto, se
obtuvieron biomasas iniciales para las experiencias realizadas en los frascos y el

reactor.
3.4.4. Inoculacion en frascos

La técnica se estandarizé con un cilindro de 9 milimetros de radio interno. Se
procedié a inocular los frascos con dos discos de micelio-agar de 9 milimetros. Por lo
tanto, este indculo contemplé dos discos de 2,5 cm? aproximadamente cada una,
para completar un area total de 5 cm? aproximadamente, equivalentes en peso seco
a 0,055 gramos en promedio. El hongo fue inoculado en 50 mL de medio cultivo
MMN liquido como se indica en la tabla 3.1, alcanzando una concentracioén inicial de
1,11 g/L (Rossi, 2006).

3.4.5. Inoculacién en reactor

La técnica se estandarizd con cortes, realizados con bisturi en ambiente
esteril, de micelio-agar de 1 cm? aproximadamente. Se inocularon al reactor 55 trozos
de micelio-agar de 1 cm? aproximadamente cada uno. Esta muestra contempld un
area total de 55 cm? aproximadamente, equivalentes en peso seco a 0,6 gramos. El
hongo fue inoculado en 3,5 litros de medio de cultivo BAF liquido como se indica en

la tabla 3.1, alcanzando una concentracion inicial de 0,17 g/L (Rossi, 2006).
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3.5. Reactor

Se utilizé un reactor LiFlus GM de BIOTRON Inc., con un vaso de 5 litros de

capacidad util. Este se puede apreciar en la figura 3.1 (Biotron, Inc., 2009).

Figura 3.1: Reactor LiFlus GM de BIOTRON (Biotron Inc).

3.6. Condiciones de cultivo y operacion

Los hongos ectomicorricicos no esporulan en cultivo sumergido, sélo lo hacen
a través de sus cuerpos frutales (carpéforo), por lo que el cultivo de tejidos de estos
hongos se realizé por medio de su micelio cultivado, el cual se utilizé para inocular

cada uno de los medios de cultivo en las experiencias realizadas (Rossi, 2006).
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3.6.1. Cultivo en placas

El hongo cultivado en placas Petri con medio de cultivo BAF sélido ajustado a
un pH de 5,8 (tabla 3.1), fue expuesto a 23°C de temperatura, en ausencia de luz
(Rossi, 2006).

3.6.2. Cultivo en frascos

Se realizaron cinéticas de crecimiento a 10°C, 23°C y 30°C, a fin de
cuantificar la dependencia del crecimiento de biomasa con la temperatura y
determinar los parametros de crecimiento en frascos. Las experiencias se realizaron
en frascos de 250 mL de capacidad con 50 mL de medio de cultivo MMN modificado
como se indica en la tabla 3.1 y se cultivaron a 125 rpm de agitacién orbital. Se
realizaron analisis seriados en el tiempo donde se cuantificd la biomasa y la
concentracion de sustrato (Glucosa) residual en triplicado. Los frascos se inocularon
con 1,11 g/L promedio de micelio de hongo previamente cultivado en placas. Para
determinar la dependencia del crecimiento de la biomasa con la temperatura, se
realizaron cuantificaciones cada 4 dias, por un periodo de 12 dias de cultivo. Para
determinar los parametros de crecimiento en frascos, se realizaron cuantificaciones
cada 4 dias, por un periodo de 24 dias de cultivo. Ademas, para caracterizar el
crecimiento en frascos, se cuantificd la proteina extracelular y la variacion de pH en
el tiempo (Musilek et al, 1969; Rossi, 2006).

3.6.3. Cultivo en reactor

El proceso se realizé en un reactor LiFlus GM de BIOTRON Inc., de 5 litros de
capacidad util (Fig. 3.1). La fermentacion se realizd por lotes a 23°C de temperatura,
en ausencia de luz, con medio de cultivo BAF liquido ajustado a un pH de 5,8 y
mantenido durante la fermentacion, a través, de la adicion controlada de hidroxido de

potasio y acido clorhidrico, como se indica en la tabla 3.1, con una agitacion de 100
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rom y un flujo de aire de 2 L/minuto. El inéculo inicial fue de 0,17 g/L como se indicé
anteriormente (Rossi, 2006; Vignoli, 2006).

3.7. Obtencién de muestras

Se utilizaron dos modalidades de toma de muestras considerando cultivo en

frascos y cultivo en reactor (Rossi, 2006).

3.7.1. Cultivo en frascos

Se utilizé una metodologia, donde se tomé el contenido total de los frascos en
triplicado y se analizaron los parametros de pH, proteina extracelular, sustrato

(Glucosa) residual y biomasa (Rossi, 2006).

3.7.2. Cultivo en reactor

Se utilizé una metodologia, donde se tomaron muestras de 50 mL
aproximadamente en triplicado y se analizaron los parametros de sustrato (Glucosa)

residual y biomasa (Rossi ,2006).

3.8. Determinacion de sustrato

Se determind, especificamente a través de la prueba enzimatica calorimétrica
de glucosa, con el método GOD-PAP sin desproteinizacion, del kit de medicion de
glucosa GLUCOSE liquicolor de HUMAN GMBH (HUMAN GMBH, 2009). Los analisis
se realizaron para los cultivos en frasco con agitacion y cultivo en reactor, a partir de

las muestras obtenidas y filtradas al vacio, ANEXO 1.
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Procedimiento:

. Se llevé a cabo en tubos eppendorf,

. Se agregaron 10 pL de la muestra diluida de cada una de las muestras
del triplicado,

. Se agregaron 1000 ul del reactivo del kit, en cada una de las muestras
del triplicado,

. Se mantuvieron durante 5 minutos a 37°C,

. Se determiné la absorbancia a 500 nm,

. Paralelamente se realiz6 una curva de calibrado con glucosa hasta 1
gL,y

. Se calcularon las concentraciones de glucosa residual a partir de la

regresion lineal de los puntos de la curva de calibrado.

3.9. Determinacion de proteina

La proteina extracelular es un producto comunmente producido en las
fermentaciones de organismos vivos. Esta se cuantifico a través del método de
Lowry, que consiste en un analisis colorimétrico de valoracion cuantitativa de las
proteinas, siendo la intensidad de color de la disolucién resultante proporcional a la

concentracion de proteinas, segun la ley de Lambert-Beer (Lowry et al., 1951).

Los analisis se realizaron para la cinética de crecimiento, donde se
determinaron los parametros de crecimiento, a partir de las muestras obtenidas y
filtradas al vacio, ANEXO 4.
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Reactivos segun Lowry et al (1951):

. Reactivo A: Na,COs al 2%, NaOH 0,1 M

. Reactivo B4y: CuSO4 [bH,0 al 1%

. Reactivo B,: tartrato sédico-potasico al 2%

. Reactivo C: Se prepar6 en el momento de iniciar el ensayo, mezclando

A, B4y B, en proporciones 50:0,5:0,5 (en volumen)

. Reactivo Folin-Ciocalteau: reactivo comercial diluido a 1/4

Procedimiento segun Lowry et al, (1951):

. Se llevé a cabo en tubos de ensayo;

. Se agregaron 1 mL de la muestra diluida de cada una de las muestras
en triplicado;

. Se agregaron 5 ml del reactivo C, en cada una de las muestras en
triplicado;

. Se mantuvieron en reposo durante 10 minutos en oscuridad;

. Se agregaron 0,5 ml del reactivo Folin-Ciocalteau diluido en cada una

de las muestras del triplicado;

. Se mantuvieron en reposo durante 20 minutos en oscuridad;
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. Se determind la absorbancia a 580 nm;

. Paralelamente se realizd una curva de calibrado con albumina de suero
bovino (BSA) hasta 1 g/L;

. Se calcularon las concentraciones de proteina a partir de la regresion

lineal de los puntos de la curva de calibrado.
3.10. Determinacién de variacién de pH
Se registro la variacion del pH en los cultivo en frascos segun los datos del
electrodo de pH presente en el laboratorio y se analizé la dependencia del
crecimiento con este parametro (Musilek et al, 1969; Kuek, 1995).

3.11. Determinacion de biomasa

Para el cultivo, tanto en frascos como en el reactor, se determind la

concentracion celular a través del analisis de peso seco.

Procedimiento segun Kuek (1995) y Rossi (2006):

Se obtuvieron muestras a partir del cultivo en frascos y del cultivo en

reactor;

. Se filtraron al vacio las muestras con papel filtro seco y previamente
pesado;

. Se cuantificé el volumen extraido;

. Se llevaron a estufa de secado (75°C) por un minimo de 48 horas.
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La concentracion celular entonces se calcul6 a través de la siguiente ecuacion,
ANEXO 2:

X=(Ma+f - M)
Va

Donde: X = Concentracion de biomasa (g/L)

(3.1)

M.+t = Masa de la muestra seca + masa del papel filtro
M= Masa del papel filtro

V.= Volumen de la muestra

3.12. Determinacion de parametros

Se determinaron los parametros correspondientes al crecimiento de biomasa

segun las variables medidas experimentalmente en frascos con agitacion y el reactor.
3.12.1. Velocidad especifica de crecimiento
Se determind segun la regresion lineal del logaritmo natural de los datos de

biomasa encontrados en la zona exponencial de crecimiento segun peso seco,
ANEXO 3 (Rossi, 2006).
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3.12.2. Rendimiento de sustrato en biomasa

Se determind segun los datos obtenidos de sustrato y biomasa a través de
peso seco, considerando la siguiente ecuacién, ANEXO 3 (Acevedo, 2002; Rossi,
2006):

(X-Xo) (32)
(Ss-S)

Yws=

Donde: Yxs = Rendimiento de sustrato en biomasa
X = Concentracion de biomasa (g/L)
Xo = Concentracion de biomasa al inicio del cultivo (g/L)
S = Concentracion de sustrato (g/L)

So = Concentracion de sustrato al inicio del cultivo (g/L)

3.12.3. Tiempo de duplicaciéon de biomasa

Se determind segun los datos obtenidos de biomasa a través de peso seco,

considerando la siguiente ecuacion, ANEXO 3 (Acevedo, 2002; Rossi, 2006):

In 2 (3.3)
faup=——
M
Donde: tsup = Tiempo para duplicacion de biomasa (dia)

um = Velocidad especifica de crecimiento maxima (dia™)
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3.12.4. Productividad de biomasa

Se determind segun los datos obtenidos de biomasa a través de peso seco,

considerando la siguiente ecuacién, ANEXO 3 (Acevedo, 2002; Rossi, 2006):

QX:(Xm_XO) (3.4)
tr

Donde: Qx = Productividad de biomasa (g/L dia)
Xm = Concentracion de biomasa (g/L)
Xo = Concentracion de biomasa al inicio del cultivo (g/L)

tr= Tiempo total de cultivo (dia)

Se calculd tanto el valor de Productividad de biomasa total considerando los
valores de consumo de sustrato y produccién de biomasa totales, como el de
Productividad de biomasa maxima considerando los valores de consumo de sustrato

y de produccion de biomasa en la parte exponencial de las cinéticas.
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4.1 Determinacion de temperatura de cultivo en frascos
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La dependencia del crecimiento de Suillus luteus con la temperatura fue

evaluada hasta

siguientes:

Cinética de Crecimiento de Suillus luteus a 10°C

los 12 dias de cultivo. Los resultados encontrados fueron

N
[3)}

N

Concentracion de Biomasa (gr/l)
o

6 6
Tiempo (Dia)

- - Concentracion de Biomasa MT 10 -- #-- Concentracion de Sustrato MT 10

Figura 4.1: Cinética de crecimiento de Suillus luteus a 10°C, en frascos.

los

Concentracion de Sustrato (gr/l)

La figura 4.1 presenta los resultados del crecimiento a 10°C, en medio MMN.

En ésta se puede apreciar que en el periodo de cultivo, se obtuvieron 1,9 g/L de

biomasa y una disminucién de 4 g/L de glucosa, aproximadamente. En el anexo 1y 2

se presentan las formas de calculo de la biomasa y del sustrato.



Cinética de Crecimiento de Suillus luteus a 23°C
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Figura 4.2: Cinética de crecimiento de Suillus luteus a 23°C, en frascos.

La figura 4.2 presenta los resultados del crecimiento a 23°C, en medio MMN.

En ésta se puede apreciar que en el periodo de cultivo, se obtuvieron 2,7 g/L de

biomasa y una disminucién de 6,5 g/L de glucosa, aproximadamente. En el anexo 1y

2 se presentan las formas de calculo de la biomasa y del sustrato.
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Cinética de Crecimiento de Suillus luteus a 30°C
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Figura 4.3: Cinética de crecimiento de Suillus luteus a 30°C, en frascos.

La figura 4.3 presenta los resultados del crecimiento a 30°C, en medio MMN.
En ésta se puede apreciar que en el periodo de cultivo se obtuvieron 1,99 g/L de
biomasa y una disminucién de 4,5 g/L de glucosa, aproximadamente. En el anexo 1y

2 se presentan las formas de calculo de la biomasa y del sustrato.

Los datos calculados se resumen en la tabla , donde se encontré que el
crecimiento a 23°C presenta un AX de 1,59 g/L, valor superior a los encontrados para
los crecimientos de 10°C y 30°C de 0,82 g/L y 0,88 g/L, respectivamente. También se
analizé la productividad de biomasa de cada una de las cinéticas realizadas, donde
se encontré que el crecimiento a 23°C presenta un Qx de 0,1325 g/L dia, valor
superior a los encontrados para los crecimientos de 10°C y 30°C de 0,069 g/L diay

0,073 g/L dia, respectivamente.
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Tabla 4.1: Resumen de parametros cinéticos.

Temperatura AX (g/L) Qx (g/L dia) Yxis
10 °C 0,82 0,069 0,193
23°C 1,59 0,1325 0,215
30°C 0,88 0,073 0.201

Debido a estos resultados, es que se determiné trabajar con la temperatura de

cultivo de 23°C. A partir de esta experiencia todas las restantes fueron realizadas a

23°C.



4.2 Caracterizacion de la cinética de crecimiento a 23 °C
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La determinacién de los parametros de crecimientos para Suillus luteus,

cultivado en frascos, se realizé en un periodo de 24 dias, entregando los siguientes

resultados:

3,5

Cinética de Crecimiento de Suillus luteus
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Figura 4.4: Cinética de crecimiento de Suillus luteus en frascos, a 23 °C.

Concentracion de Sustrato (gr/L);

pH

La figura 4.4 presenta los resultados de la cinética de crecimiento de biomasa,

la disminucion de sustrato (Glucosa), produccion de proteina y variacién de pH en el

tiempo de S. luteus, en medio MMN, a 23°C, en frascos agitados. En ésta se observa

un comportamiento similar al

de

los microorganismos cultivados por lotes,

considerando una etapa de crecimiento exponencial y una etapa de crecimiento

estacionario (Acevedo, 2002).

El pH disminuye sustancialmente con el aumento de la biomasa. A pesar de

cuantificar la proteina como un probable producto de la fermentaciéon del hongo, no
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demostrd ser concordante con el crecimiento de la biomasa y ser util como un

parametro de crecimiento.

La produccién de proteina se presentd como un valor poco caracteristico del
crecimiento del cultivo, por lo que se determin6é no seguir analizando este parametro

en las siguientes experiencias.

Al analizar especificamente los datos de biomasa y sustrato presentados en la
figura 4.4, se obtuvieron los parametros de crecimiento que se presentan a

continuacion:

Velocidad Especifica de Crecimiento

1,2

0,8
/

0,6 /

0,4

0,2

Ln Biomasa (X)

y = 0,0744x + 0,1262
R? = 0,9951

0 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (Dia)

Figura 4.5: Velocidad especifica de crecimiento de Suillus luteus en frascos.

La figura 4.5 presenta los resultados analizados de velocidad especifica de
crecimiento, estos analizan los datos de biomasa producida en logaritmo natural, de
estos se obtiene el valor de la velocidad especifica de crecimiento (lx) al aplicar una

regresion lineal a los datos de crecimiento exponencial graficados en relacion al
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tiempo de cultivo, el valor obtenido de la velocidad especifica de crecimiento (ux) es
de 0,074 dia™.

Es interesante observar que la fase lag de la cinética (fase de
acostumbramiento) esta ausente en la representacion de las figuras 4.4 y 4.5, esto
podria deberse a que esta fase fue muy corta y no se aprecio en la primera medicion
al cuarto dia de cultivo. La fase lag sin duda ocurre, ya que es el periodo de
acostumbramiento del inoculo al nuevo medio de cultivo, aunque no es apreciable en
esta cinética, probablemente, por lo corta que fue en relacion al tiempo total de
cultivo (Acevedo, 2002; Stanbury, 2003).

Rendieminto de Sustrato en Biomasa

2,5

y = 0,2278x + 0,0148
R?=0,9875

AX

0,5

AS
Figura 4.6: Rendimiento de sustrato en biomasa de Suillus luteus en frascos.
La figura 4.6 presenta la representacion grafica del rendimiento de sustrato en

biomasa de la cinética de crecimiento, cuyo valor del rendimiento de sustrato en

biomasa (Yxss) es de 0,23, valor calculado segun la ecuacién 3.2.



Tabla 4.2: Parametros de crecimiento de Suillus luteus en frascos.

Velocidad Productividad  Productividad
_ Rendimiento Tiempo de .
especifica de L total de maxima de

o de sustratoen  duplicacion _ .

crecimiento o Yxs) (Tuse) biomasa biomasa
lIomasa X/S d
(k) " (QxTor) (Qxwax)
; 0,23 9,321 dia 0,083 g/Ldia 0,132 g/L dia

0,074 dia’
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En la tabla 4.1 se presenta un resumen de los parametros de crecimiento de

Suillus luteus en frascos: Velocidad especifica de crecimiento (ux), Rendimiento de

sustrato en biomasa (Yxs), Tiempo de duplicacion (Tay), Productividad total de

biomasa (Qx tor) Y Productividad maxima de biomasa (Qx max)- En el anexo 3 se

presenta la forma de calculo de cada uno de estos valores.

4.3 Determinacion de los parametros de crecimiento en reactor agitado

La determinacion de los parametros de crecimientos para Suillus luteus,

cultivado en reactor agitado, se realiz6 en un periodo de 32 dias, entregando los

siguientes resultados:



Concentracion de Biomasa (gr/L)

0,4 4

0,3 4

0,2

0,14

Cinética de Crecimeinto de Suillus luteus

- me L
"B
L a7
. .
. .
- e
B. . ..
..
—’.“i.
4’.‘ .....I
__-i_ ‘- --..
3---C £
*-
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (Dia)

- 4- Biomasa - - Sustrato‘

Figura 4.7: Cinética de crecimiento de Suillus luteus en reactor agitado.

Concentracion de Sustrato (gr/L)
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La figura 4.7 presenta los resultados de la cinética de crecimiento de biomasa

y la disminucion de sustrato (Glucosa) en el tiempo de S. luteus, en medio BAF, a

23°C, a 100 rpm de agitacion, 2 L/minuto de aireacién, en reactor agitado. En ésta

también se observa un comportamiento similar al de los microorganismos cultivados

por lotes, considerando una etapa de crecimiento exponencial y una etapa de

crecimiento estacionario (Acevedo, 2002).

Los valores de sustrato (Glucosa) residual fueron calculados segun la

metodologia que se presenta en el anexo 1 y los valores de biomasa producida

fueron calculados segun las metodologia que se presenta en el anexo 2.

Al analizar los datos de biomasa y sustrato de la figura 4.7 se obtuvieron los

parametros de velocidad especifica de crecimiento que se presentan en la figura 4.8.
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Velocidad Especifica de Crecimiento

.0'2 4

0,4 1

y = 0,0448x - 1,8757

R? =0,9949
06

0,8 /
-1

1,2 4 ]

Ln Biomasa (X)

1,4

-1,6

Tiempo (Dia)

Figura 4.8: Velocidad especifica de crecimiento de Suillus luteus en reactor agitado.

La velocidad especifica de crecimiento (ux), se obtiene al analizar los datos de
biomasa producida en logaritmo natural, al aplicar una regresion lineal a los datos de
crecimiento exponencial graficados en relacion al tiempo de cultivo, por lo que el

valor obtenido de la velocidad especifica de crecimiento es de 0,0448 dia™.
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Rendimiento de Sustrato en Biomasa
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Figura 4.9: Rendimiento de sustrato en biomasa de Suillus luteus en reactor agitado.
La figura 4.9 muestra la representacién grafica del rendimiento de sustrato en
biomasa de la cinética de crecimiento, cuyo valor del rendimiento de sustrato en

biomasa (Yxs) es de 0,038. Valor calculado segun la ecuacién 3.2.

Tabla 4.3: Parametros de crecimiento de Suillus luteus en reactor agitado.

Velocidad Rendimiento Tiempo de Productividad  Productividad
especifica de de sustrato en duplicacién total de maxima de
crecimiento  biomasa (Yxs) (Taup) biomasa biomasa
(Mx) (Qx Tor) (Qx max)
0,0448 dia™ 0,038 15,47 dia 0,0098 g/L dia 0,019 g/L dia

En la tabla 4.2 se presenta un resumen de los parametros de crecimiento de

Suillus Iluteus en reactor agitado: Velocidad especifica de crecimiento (ux),
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Rendimiento de sustrato en biomasa (Yxs), Tiempo de duplicacion (Taqup),
Productividad total de biomasa (Qx Tot) y Productividad maxima de biomasa (Qx max)-

En el anexo 3 se presenta la forma de calculo de cada uno de estos valores.
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CAPITULO 5
DISCUSION

5.1 Determinacién de temperatura de cultivo en frascos

Los datos presentados en las figuras 4.1, 4.2 y 4.3, muestran la dependencia
del crecimiento con respecto a las temperaturas analizadas (10°C, 23°C y 30°C). La
diferencia a pesar de ser baja, beneficio el crecimiento de micelio a 23°C, cuyo
resultado es concordante con el trabajo realizado por otros autores quienes utilizaron

temperaturas de trabajo que oscilan entre los 20 y 25 °C.

En los estudios realizados por Rossi (2006) utilizo6 una temperatura de trabajo
de 25+1 °C, en cambio Sasek y Musilek (1971) utilizaron una temperatura de trabajo
de 20°C. Por otro lado, Sasek (1989) utilizé una temperatura de trabajo de 24°C;
Senior et al (1993) utiliza una temperatura de trabajo de 25°C; Carrillo et al (2004)
utiliza una temperatura de trabajo de 23°C y Kuek (1995) utiliza una temperatura de
trabajo de 25°C. El resultado de estas investigaciones fue similar entre ellas, se
encontraron cinéticas de crecimiento cercanas a los 15 dias de cultivo, donde se
aprovecho el sustrato limitante casi completamente y se obtuvieron valores de

productividad altos.

Los datos presentados en las figuras 4.1, 4.2 y 4.3, presentan altos niveles de
dispersién para cada punto analizado, debido a dos razones fundamentales, por una
parte, el método de muestreo destructivo habitualmente presenta una alta dispersion,
ya que la cinética no se representa en base a un mismo cultivo, sino a muchos
cultivos distintos por lo que puede presentar dispersiones como las que se ven en las
figuras antes mencionadas. Es obligatoria la utilizacion de este tipo de muestreo en
volumenes bajos de cultivo liquido, ya que el micelio en interacciéon con el agua
presenta un crecimiento en forma discreta (pellets), lo que implica que el cultivo es

heterogéneo desde la perspectiva fisica y fisiologica (Acevedo, 2002).
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Por otra parte, se trabajoé inoculando trozos de micelio-agar como indculos
iniciales, estos fueron cuantificados en relacién a su crecimiento radial, pero también
presentan un crecimiento en la dimensién vertical importante por la morfologia del
micelio. Este crecimiento podria afectar mas a la biomasa inicial al momento de
comenzar los ensayos, lo que finalmente podria influir en la cantidad de biomasa
producida en la fermentacion. A pesar de esto, los resultados concuerdan con los

experimentos efectuados en los estudios mencionados anteriormente.

5.2. Determinacion de los parametros de crecimiento en frascos

La cinética realizada en frascos, ilustrada en la figura 4.4, presenta un modelo
de crecimiento similar al de los microorganismos, indicando al menos dos de las
fases caracteristicas de este tipo de cultivos: fase exponencial, desde el momento
inicial de cultivo hasta el dia 12; y fase estacionaria, desde el dia 13 hasta el dia 24.
Esto significa que en la fermentacion se estan dando las siguientes condiciones: el
cultivo es por lotes, todas las células que componen la poblacién se reproducen a
intervalos regulares, no existiendo sustancias inhibitorias del crecimiento; y que
efectivamente la composicion del medio de cultivo es simple, especialmente en

cuanto a las fuentes de carbono y nitrogeno.

Estos resultados fueron los esperados en relacion a los hallazgos de Rossi
(2006), quien alcanza la fase estacionaria de crecimiento entre los 12 y los 16 dias
de cultivo, a pesar de no consumirse toda la glucosa presentada en el medio de
cultivo, propdsito deseable en fermentaciones con medios de cultivos definidos y en
condiciones de cultivo ideales, para alcanzar una cinética completa (Rossi, 2006).
Esto puede deberse a la formulacién del medio de cultivo utilizado, disefiado
especificamente para la composicion de biomasa y crecimiento de alguna otra
especie fungica o la falta de especificidad en la constitucion del medio de cultivo,

preparado de forma estandar para el crecimiento de muchas especies de hongos.
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Al analizar la composicion elemental de un hongo cualquiera, se pueden
calcular los requerimientos nutricionales para el crecimiento del mismo, de esta
forma se analiz6 la composicion elemental que se entrega en la tabla 5.1, a partir de
ésta se calcularon los requerimientos nutricionales en base a un exceso de 50% en
los sustratos no limitantes y una biomasa maxima de 7 g/L. Al comparar la
formulacion calculada con la de los medios de cultivo utilizados en la investigacion,
se observa una deficiencia de nitrégeno en los medios de cultivo, por lo que el
sustrato limitante no es necesariamente la fuente de carbono, si se considera la
composicion elemental estandar para hongos de Stanbury (2003). Es probablemente
por esto que la glucosa no se consumié completamente en las fermentaciones y
quizas también porque la fermentacién no produjo mayor cantidad de biomasa (tabla
5.2). La cantidad de nitrégeno entregada en los medios de 0,75 g/L de (NH4):HPO4
para el medio MMN y de 2 g/L de peptona para el medio BAF, razén por la cual
podria explicarse que no se haya consumido completamente la glucosa de los
medios de cultivo. Es por esto que el nitrégeno podria haberse convertido en el

sustrato limitante de los medios de cultivo utilizados.

Tabla 5.1: Composicion elemental de biomasa en hongos.

Elemento Hongos
Carbono 51,5%
Nitrégeno 8,5%
Fésforo 0,425%
Sulfuro 0,3%
Potasio 1,35%
Sodio 0,26%
Calcio 0,75%
Magnesio 0,3%
Hierro 0,15%

(Stanbury P. F., A. Whitaker, S. J. Hall. 2003)
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Tabla 5.2: Requerimientos nutricionales segun la composicion de biomasa de un

hongo.

Elemento Fuente PM %Ei %Ec f Y x/s S (g/L)
C Glucosa 180,16 39,96 51,5 0,6 0,47 15,03
N (NH4)2SO4 132 21,21 8,5 1 2,50 4,21
K KH,PO4 136 28,68 1,35 1 21,24 0,49
Na NaCl 58 39,66 0,26 1 152,52 0,07
Ca CaCl, 106 37,74 0,75 1 50,31 0,20
Mg MgSO4*7H,O 246,3 9,74 0,3 1 32,48 0,32
Fe FeCls 159,19 35,18 0,15 1 234,52 0,04

Los datos entregados por la cinética de la figura 4.4, muestran un proceso de
crecimiento muy lento, donde se consume una gran cantidad de glucosa para

producir biomasa, esto se deduce también de los datos entregados en la tabla 4.1.

El rendimiento de sustrato en biomasa representa una relacion de la variacion
de la biomasa y del consumo de sustrato como se aprecia en la figura 4.6. En
comparaciéon al valor encontrado en esta experimentacion (0,23 g/g
aproximadamente), y que corresponderia a la mitad de lo comunmente presentado
por bacterias de 0,42 g/g (Acevedo, 2002). Estos resultados fueron menores a los
esperados en vista de los hallazgos de Rossi (2006), quien obtuvo el doble de
rendimiento aproximadamente, entre 0,40 g/g y 0,44 g/g con otras especies de

hongos ectomicorricicos.

La productividad volumétrica de biomasa total y maxima, representa una
manifestacion del rendimiento considerando el aspecto cinético de la fermentacion,
en comparacion con los parametros observados para bacterias (Acevedo, 2002), que
son aproximadamente la mitad de los encontrados en esta experimentacion de 0,083
g/L dia para la productividad total de biomasa (Qx Tor) y de 0,132 g/L dia para la
productividad maxima de biomasa (Qx max). Estos resultados fueron menores a los

esperados segun lo observado por Rossi (2006), quien obtuvo 0,42 g/L dia en
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promedio, lo que significa el triple de productividad aproximadamente en otras

especies de hongos ectomicorricicos.

La velocidad especifica de crecimiento encontrada fue de 0,074 dia™’, como se
aprecia en la tabla 4.1. En bacterias, la velocidad especifica de crecimiento fluctua
entre 2,3 horas™ y 2,7 horas™, lo que equivale a valores entre 700 a 1000 veces
mayores aproximadamente a lo encontrado. En hongos filamentosos, la velocidad
especifica de crecimiento flucttia entre 0,09 horas™ y 0,45 horas™, lo que equivale a
valores entre 10 a 30 veces mayores aproximadamente a lo encontrado (Acevedo,
2002). Estos resultados fueron menores a los esperados segun los hallazgos de
Rossi (2006), quien obtuvo el triple de velocidad especifica de crecimiento
aproximadamente, con valores entre 0,17 dia” y 0,28 dia™ en otras especies de

hongos ectomicorricicos.

El tiempo de duplicacion es el tiempo que media entre dos duplicaciones
sucesivas, obteniéndose en la experimentacion realizada un tiempo de duplicacion
de 9,321 dias. En bacterias, este valor fluctua entre 0,3 horas y 2,5 horas, lo que
equivale a valores entre 700 a 1000 veces menores aproximadamente a lo
encontrado. En hongos filamentoso, el tiempo de duplicacion fluctua entre 1,5 horas
y 7,0 horas, lo que equivale a valores aproximdos de entre 10 a 30 veces menores a
lo encontrado (Acevedo, 2002). Estos resultados fueron mayores a los esperados
segun los hallazgos de Rossi (2006), quien obtuvo la tercera parte de tiempo de
duplicacién aproximadamente, con valores de entre 2,5 dias y 4,1 dias en otras

especies de hongos ectomicorricicos.

El pH muestra una disminucidn en la zona de crecimiento exponencial, que se
sostuvo en la zona de crecimiento estacionario. Estos hallazgos eran esperables, en
vista de los encontrados por Rossi (2006), el que encontré en sus experimentaciones
una disminuciéon de pH de 5,8 a 3,0 en promedio, esta variacion de pH podria
deberse a la fuente de nitrégeno en el medio de cultivo MMN, en este se utiliza el

(NH4)2HPO4, el cual al descomponerse libera tres protones por cada molécula de
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(NH4)2HPO4 los cuales quedan libres en el medio, acidificando la fermentacién. Por
otra parte no se justifica trabajar con condiciones de pH mas bajas, pues se
demostrd en investigaciones anteriores en medio semisoélido, que el pH con mayor

tasa de crecimiento para estos medios de cultivo es de 5.8.

La cinética de produccion de proteina no fue lo que se esperaba y no obedecio
a un comportamiento similar al de produccién de biomasa, produciendo una cantidad
insuficiente para ser considerado como un producto valido para el calculé de
parametros de crecimiento. Sin embargo, resultados diferentes obtenidos por Musilek
et al. (1969), permiti6 cuantificar proteinas y antibiéticos como productos de la
fermentacion de hongos ectomicorricicos. Esto debido a que el hongo no produjo
proteina extracelular como producto directo de la fermentacion, y del crecimiento de
biomasa del hongo, como sucede comunmente en las fermentaciones de bacterias.
Esto es esperable en hongos lisétrofos, los que secretan sustancias proteicas al
exterior para degradar polimeros utiles para su nutricion, esto probablemente debido
a que no existe el estimulo en el medio de cultivo de la presencia de macromoléculas
que necesitan ser degradadas, pues el sustrato se entrega de forma simple para la
rapidez de la fermentacién. Debido a estos resultados, no se consideraron los
resultados de proteina residual para propésitos de calculo de parametros, aunque de
todos modos la observacion revela que no hay produccién de proteina extracelular lo
que es bioldgicamente un hecho interesante. Por otra parte, es probable que existan
otros productos extracelulares de caracter no proteico o que no son cuantificables
con la metodologia de Lowry (Lowry ef al., 1951) de cuantificacion de proteinas y que
son utiles para calcular los parametros asociados a los productos que podrian ser

investigados.

5.3. Determinacion de los parametros de crecimiento en reactor agitado

La cinética realizada en el reactor agitado (ilustrada en la figura 4.7), indica al
menos dos fases, al igual que la cinética realizada en frascos. Se observa una fase

exponencial desde el octavo dia de cultivo hasta el dia 24 y una fase estacionaria



59

desde el dia 25 hasta el dia 32 del cultivo. Es por esto que el cultivo en reactor
agitado, al igual que el cultivo realizado en frascos, se encuentra bajo las siguientes
condiciones: el cultivo es por lotes, todas las células que componen la poblacién se
reproducen en intervalos regulares, no existiendo sustancias inhibitorias del
crecimiento; y la composicion del medio del medio de cultivo es simple (Acevedo,
2002).

Los resultados presentados en la figura 4.7, para la cinética de crecimiento en
reactor agitado, demuestran un crecimiento muy lento, ademas no presenta mejoras
notorias con respecto a la cinética realizada en frascos. Esto puede deberse a la falta
de optimizaciéon de las condiciones consideradas para el hongo, las cuales le
permiten al hongo crecer de forma mas rapida y 6ptima, o que la cantidad de inéculo
inicial considerada pudo haber sido baja. A partir del trabajo de Rossi (2006) se
conoce que la cantidad de indculo inicial en el cultivo en reactor es muy importante
para la fermentacién de hongos y una cantidad baja podria haber influido en los
bajos valores de productividad (tabla 4.2). Por otra parte, existieron diferencias en la
composiciéon de los medios de cultivo, ya que, no se consumid toda la glucosa
presente en estos, propodsito deseable en fermentaciones con medios definidos y en
condiciones de cultivo ideales (Rossi, 2006). Esto puede deberse a la formulacion del
medio de cultivo utilizado, disefiado de forma estandar para el crecimiento de
muchas especies de hongos y en el cual probablemente no se utilizd el criterio del

balance de masa como guia para su formulacion.

La fermentacion realizada en reactor agitado se llevo a cabo con la utilizacion
del medio de cultivo BAF liquido con 15 g de glucosa. Cabe destacar que la
utilizacién del medio MMN liquido, empleado en las fermentaciones en frascos, se
produjo a causa de la cuantificacion de proteina, ya que este medio no contiene
interferentes con la metodologia de Lowry. En vista de que las experimentaciones
realizadas en frascos con la metodologia de Lowry probaron que no se produce
proteina como un producto de la fermentacién de este hongo y que ésta no sirve

para caracterizarlo cinéticamente; es por esto que se decidié no cuantificar la
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proteina en la cinética realizada en reactor agitado. El medio de cultivo BAF aporta 2
g/L de peptona como fuente de nitrégeno (tabla 3.1), la tabla 5.2 de requerimientos
nutricionales minimos, indica que es necesario contar con al menos 4,21 g/L de

fuente de nitrégeno, por lo que podria existir una deficiencia de nitrégeno.

El rendimiento de sustrato en biomasa se aprecia en la figura 4.9. En
comparacién al valor encontrado en esta experimentacion (0,038 aproximadamente),
que corresponderia a la décima parte de lo comunmente presentado por bacterias de
0,42 g/g (Acevedo, 2002). Estos resultados fueron menores a los esperados en vista
de los resultados de Rossi (2006), quien obtuvo diez veces mas rendimiento
(aproximadamente, entre 0,40 g/g y 0,44 g/g) con otras especies de hongos
ectomicorricicos. Al comparar este resultado con el encontrado en la cinética
realizada en frascos de 0,23, encontramos que el rendimiento baja
considerablemente. Esto puede deberse a las condiciones no optimizadas del cultivo
en reactor y a la baja cantidad de inoculo inicial considerada en el cultivo en reactor
(tabla 4.1 y tabla 4.2).

La productividad volumétrica de biomasa total y maxima, en comparacion a los
resultados observados para la cinética realizada en frascos, equivalen
aproximadamente a la décima parte de los encontrados en esta experimentacion de
0,0098 g/L dia, para la productividad total de biomasa (Qx tor) y de 0,019 g/L dia
para la productividad maxima de biomasa (Qx max). Estos resultados fueron menores
a los esperados segun lo obtenido por Rossi (2006), con 0,42 g/L dia en promedio, lo
que significa entre 20 a 40 veces mas productividad aproximadamente al utilizar
otras especies de hongos ectomicorricicos. Estos resultados pueden deberse a las
condiciones no optimizadas del cultivo en reactor y a la baja cantidad de indculo

inicial considerada en el cultivo en reactor (tabla 4.1 y tabla 4.2).

La velocidad especifica de crecimiento encontrada fue de 0,0448 dia™, como
se aprecia en la tabla 4.2. En bacterias, la velocidad especifica de crecimiento fluctua

entre 2,3 horas™ y 2,7 horas™, lo que equivale a valores entre 1000 a 1500 veces
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mayores aproximadamente a lo encontrado. En hongos filamentosos, la velocidad
especifica de crecimiento fluctia entre 0,09 horas™ y 0,45 horas™, lo que equivale a
valores entre 15 a 50 veces mayores aproximadamente a lo encontrado (Acevedo,
2002). Estos resultados fueron menores a los esperados segun lo encontrado por
Rossi (2006), quien obtuvo el quintuple de velocidad especifica de crecimiento
aproximadamente, con valores entre 0,17 dia™ y 0,28 dia” en otras especies de
hongos ectomicorricicos. Al comparar este resultado con el encontrado en la cinética
realizada en frascos de 0,074 dia”', encontramos que la velocidad especifica de
crecimiento baja considerablemente, esto puede deberse a las condiciones no
optimizadas del cultivo en reactor y a la baja cantidad de in6culo inicial considerada

en el cultivo en reactor (tabla 4.1 y tabla 4.2).

El tiempo de duplicacion obtenido en esta experimentacion fue de 15,47 dias.
En bacterias, este valor fluctua entre 0,3 horas y 2,5 horas, lo que equivale a valores
entre 1000 a 1500 veces menores aproximadamente a lo encontrado. En hongos
filamentosos, el tiempo de duplicacién fluctua entre 1,5 horas y 7,0 horas, lo que
equivale a valores entre 15 a 50 veces menores aproximadamente a lo encontrado
(Acevedo, 2002). Estos resultados fueron mayores a los alcanzados por Rossi
(2006), quien obtuvo la quinta parte de tiempo de duplicacion aproximadamente, con
valores de entre 2,5 dias y 4,1 dias en otras especies de hongos ectomicorricicos. Al
comparar este resultado con el encontrado en la cinética realizada en frascos de
9,321 dia, se encontré que el tiempo de duplicacion baja considerablemente, esto
puede deberse a las condiciones no optimizadas del cultivo en reactor y a la baja

cantidad de in6culo inicial considerada en el cultivo en reactor (tabla 4.1 y tabla 4.2).

El pH se mantuvo constante a lo largo de toda la fermentacion, a través de la
adicién controlada de acido clorhidrico e hidréxido de potasio y el monitoreo de un

sensor de pH presente en el reactor.

Las diferencias existentes entre los resultados presentados por Rossi (2006) y

la presente investigacion pueden atribuirse a las distintas condiciones de ambos
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estudios. Si comparamos la metodologia utilizada, se advierte que Rossi (2006),
utiliza medios de cultivo que no superan los 14 g/L de glucosa argumentando que no
deben utilizarse medios de cultivo que superen los 16 g/L de glucosa. También indica
que la relacion de carbono y nitrégeno debe ser superior a 14, por lo que los medios
de cultivo deben ser ajustados para cumplir este requisito. Asi mismo, utiliza medios
de cultivo enriquecidos con micronutrientes no considerados en la presente
investigacion. Este contempla un gran contraste con respecto a la investigacion aqui

realizada, y puede vislumbrar gran parte de las diferencias en los resultados.

Por otra parte Rossi (2006) senala que la concentracion inicial de biomasa
debe superar los 0,5 g/L, para obtener altas productividades y rendimientos. También
sefala que el indculo inicial debe ser homogenizado, por ejemplo en una licuadora a
3600 rpm, durante 20 segundos, condiciones utilizadas en su investigacion. Esta
diferencia es radical desde el punto de vista de la naturaleza del in6culo inicial y del

crecimiento que el hongo puede efectuar en la fermentacion.

La diferencia fundamental entre las experiencias realizadas en ambas
investigaciones radica en la naturaleza de los reactores utilizados. El equipo utilizado
por Rossi (2006) es un Airlift y el utilizado en esta investigacion es un reactor agitado.
Ambos son utiles en fermentaciones a nivel de laboratorio, ambos logran mezclar
satisfactoriamente los nutrientes y repartirlos homogéneamente dentro del reactor, la
diferencia de estos radica en el estrés que el agitador genera dentro del cultivo en el
reactor agitado. Estas fuerzas, presentes a causa de la agitacion, se encuentran
minimizadas en el cultivo con el reactor Airlift, por lo que esto podria representar la

mejora en la fermentacion con este instrumento (Stanbury, 2003).

Si considera la parte bioldgica del cultivo de Rossi (2006), se diferencian de la
presente investigacion por las especies utilizadas en las experiencias, siendo
Scleroderma sp. (Persoon) Fries; Rhizopogon nigrescens (Coker & Couch);
Rhizopogon vulgaris (Vitt.) M. Lange; Pisolithus microcarpus (Cooke & Massee) G.

Cunn; Chondrogaster angustisporus (Giachini, Castellano, Trappe & Oliveira) y
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Pisolithus microcarpus (Cooke & Massee) G. Cunn utilizadas por Rossi (2006), en
cambio tan solo fue utilizado S. luteus en esta investigacion. De esta forma, distintos
hongos poseen caracteristicas cinéticas de crecimiento que los diferencian, por lo
que el uso de distintos hongos implica grandes cambios en la naturaleza de los

resultados encontrados.
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CAPITULO 6
CONCLUSIONES

La temperatura de trabajo mas adecuada es de 23°C, ya que presenta los
resultados con mayor crecimiento de biomasa y consumo de sustrato, es decir, la

cinética de crecimiento es mas veloz.

La cuantificacion de biomasa por el método del peso seco resultd ser una
técnica satisfactoria para la medicion del crecimiento del hongo en el cultivo

sumergido y para la cuantificacion de la cinética de cultivo.

Los parametros calculados a partir de la cinética realizada en frascos, son
representativos del crecimiento de este tipo de organismos. Estos entregan
informacion Gtil para caracterizar el crecimiento de Suillus Iluteus en frascos y

muestran un crecimiento con una baja tasa de rendimiento de sustrato en biomasa.

No hay produccion de proteina extracelular, por lo que la cuantificacion de
proteina no resulté ser un parametro representativo de la cinética de obtencion de

producto, por esto no puede ser utilizada para caracterizar a Suillus luteus.

La cinética de crecimiento realizada en el reactor agitado muestra un
comportamiento similar al de los microorganismos cuando se fermentan en reactor,
aunque mucho mas lenta. La fermentacion realizada en el reactor entrego
parametros mas lentos que la fermentacion en frascos, por lo tanto la cinética del

reactor fue mas lenta que la realizada en frascos.
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CAPITULO 7
RECOMENDACIONES

Para lograr resultados mas utiles, se recomienda ampliar las variables a

investigar incluyendo algunas tales como agitacion, aireacion, pH, etc.

Es necesario realizar estudios detallados sobre la naturaleza del in6culo inicial
donde se contemplen variables como cantidad de in6culo inicial, tamafo del indculo

inicial, etc.

También es recomendable formular un medio de cultivo especifico para el
hongo a cultivar, donde la glucosa sea el nutriente limitante con seguridad y no

existan deficiencias nutricionales de otros sustratos.

Es recomendable realizar investigaciones a fondo sobre la temperatura de
trabajo, que sustenten diferencias significativas en la produccion de biomasa y en la

disminucioén de sustrato.
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Anexo 1

Determinacion de sustrato

Kit de deteccion de glucosa liquicolor de HUMAN

Curva de Calibrado Glucosa
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0,25 4

o
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| _

Absorbancia
o
>

y = 0,2959x - 0,0081

R® = 0,9946
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Concentracion de Sustrato (gr/L)
Figura A.1:"Curva de calibrado de glucosa”
A=mS+i
Pendiente (m) = 0,2959
Intercepto (i) = -0,0081
Ejemplo:
Muestra A, dia 24, Cinética de determinacion de parametros
Absorbancia (A) = 0,180
Factor de Dilucion (f) = 10
A-i
S=| — |*f
m
0,18+0,0081
= = ’ *10=6,36 g/L

0,2959
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Anexo 2

Determinacion de biomasa

Método del peso seco
x=(Ma+f - M)
Va

Ejemplo:
Masa de la muestra seca + masa del papel filtro (Ma+s) = 0,419 g
Masa del papel filtro (My) = 0,261

Volumen de la muestra (V,) = 50 mL

0,419 - 0,261)
0,05

x=!

=3,16 g/L
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Anexo 3

Determinacion de parametros de crecimiento
Velocidad especifica de crecimiento

Regresion lineal

De la regresion lineal de la figura 4.5, se obtiene que la velocidad especifica de

crecimiento es 0,074 dia™.

Rendimiento de Sustrato en biomasa

Yx/s=7(x-xo)

(So-S)
Ejemplo:
Rendimiento de sustrato en biomasa global
Concentracion de biomasa del cultivo (X) = 3,10 g/L
Concentracion de biomasa al inicio del cultivo (X,) = 1,11 g/L
Concentracion de sustrato del cultivo (S) = 6,31 g/L

Concentracion de sustrato al inicio del cultivo (S,) = 15,05 g/L

(3,1-1,11)
(15,05-6,31)

5= e
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Tiempo de Duplicacién

In2

tdup -

Ejemplo:

Velocidad especifica de crecimiento maxima (uy) = 0,074 dia™

two=_ "2 =9 321 dia
74

Productividad de biomasa

_(Xm—Xo)
Q=" "+
tr
Ejemplo:
Productividad de biomasa maxima
Concentracion de biomasa (Xm) = 2,7 g/L
Concentracion de biomasa al inicio del cultivo (Xp) = 1,11 g/L

Tiempo total de cultivo (t;)= 12 dias

Qx=

(2,7-12,11)=o,132 g/L dia
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Anexo 4
Determinacion de proteina

Método de Lowry

Curva de Calibrado de Proteina
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Figura A.2: Curva de calibrado de proteina
A=mP+i

Pendiente (m) = 0,7849

Intercepto (i) = 0,0422

Ejemplo:

Muestra A, dia 24, Cinética de determinacién de parametros
Absorbancia (A) = 0,085

Factor de Dilucion (f) = 1

A
m

5| 0,085-0,0422
0,7849

P=| 7 |

*1=0,05 g/L



