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RESUMEN

En este trabajo se presenta un estudio cinético en € que se analiz6 la influencia del pH
inicial del medio en la produccion de celulasas (PFasa) por una cepa de Aspergillus
niger, cultivada en fermentacion en estado sélido Los resultados indicaron que un nivel
de pH inicial de 4,5 fue e Optimo parala produccién de celulasas. En estas condiciones
se alcanza una actividad PFasa de 25,11 Ul/gMSen 18 h, con una productividad de 1,40
Ul k't gmst,
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ABSTRACT

In this work, a kinetic study is presented analyzing the influence of the initial pH on
(PFasa) cellulase production by an Aspergillus niger strain, cultured in solid-state
fermentation. The results showed that the optimum value of initial pH for PFasa
production was 4.5. The PFasa activity reached 25.11 Ul/gMS in 18 hours and a
productivity of 1.40 Ul h’gMS™ under these initial pH conditions.

Key words: Cellulases, Aspergillus niger, solid-state fermentation, pH, kinetics

Copyright © 2017. Este es un articulo de acceso abierto, lo que permite su uso ilimitado, distribucién y
reproduccién en cualguier medio, siempre gue la obra origina sea debidamente citada.

* Autor para la correspondencia: Luis B. Ramos, Email: luis.ramos@reduc.edu.cu

27


mailto:ramos@reduc.edu.cu
http://centroazucar.uclv.edu.cu

Ledn-Revelo et al. / Centro Aztcar Vol 44, No. 2, Abril-Junio 2017 (pp. 27-38)

1. INTRODUCCION

El estudio de las celulasas comenzd desde los afios 80 del siglo XX. Estuvo
primeramente asociado a mejoramiento de la produccion industrial dealimento animal
(Oulad et al., 2009). Durante las Ultimas dos décadas, €l uso de celulasas ha aumentado
considerablemente por sus amplias aplicaciones en diferentes industrias, sobre todo en
las de detergentes, extraccion de jugos y de biocombustibles (Oulad et a., 2009).
Actualmente las celulasas son la llave para el acceso ala enorme riqueza acumulada en
millones de toneladas de residuos lignocelulésicos que se generan anuamente. La
hidrélisis de estos materiales permitiria aumentar € rendimiento de la agricultura,
necesitada de la produccién de mas alimentos por area de cultivo. Adicionalmente se
concibe que los azlcares obtenidos serian punto de partida de numerosas rutas de
sintesis que permitirén enfrentar la necesidad de la sustitucion del petréleo como fuente
de numerosos materiales usados en la vida cotidiana, Ilegando a definir e concepto de
biorrefineria

La fermentacion en estado solido (FES) tiene el potencial para volverse un método
econémicamente competitivo de la produccion de enzimas celulasas (Hansen et al.,
2015), por las ventgjas que presenta comparado con las fermentaciones sumergidas: €l
uso de residuos agroindustriales como sustratos, su facil manejo y montaje, el bajo costo
de inversion y la baja liberacion de efluentes liquidos contaminantes (Raghuwanshi et
a., 2014). La FES usa preferentementelos hongos filamentosos como organismos
productores; siendoel género Aspergillus,ampliamente empleado en procesos tales
como: la produccion de écidos organicos, de biosurfactantes y deenzimas; siendo estas
Ultimas, lasque constituyen su mayor aporte en la industria biotecnol6gica (Membrillo
et a., 2008; Yoon et a., 2013).

La produccionde enzimas extracelulares por unmicroorganismo es influenciadatantopor
parametros ambientales como nutricionales. En particular, la produccién de enzimases
influenciada por € pH. El intervalo de pH para €l crecimiento de hongos filamentosos
es muy amplio y frecuentemente va desde 3 hasta 7. Sin embargo, para la produccion de
celulasas en hongos filamentosos mayormente se reportan en un intervalo de pH entre 4
y 6;siendo los pH de 4,5y 5 en los gque se ha encontradouna mayor produccion de esta
enzima(Das et d., 2013; Dinis et a., 2009; Falkoski et al., 2013; Xiros et a., 2008b). A
pH més elevados aumenta la produccion de proteinas extracelulareslo que tiene un
efecto negativo sobre la actividad especifica de las celulasas (Xiros et al., 2008a). Por
contrario, la disminucion de este pardametro provoca una inhibicion de
crecimientofungico. Para evitar una disminucion excesivadel pHen la FES, se ha
utilizado con éxito como fuente de nitrogeno una mezcla de sulfato de amonio y urea,
mas el di hidrogeno fosfato de potasio tiene un efecto amortiguador del pH (Dhillon et
a., 2012; Ruiz et ., 2012).

La produccién de celulasas en residuos sdlidos de la produccién de cerveza es un tema
poco investigado hasta la fecha. La variada composicion y valor nutricional de estos
residuos pudiera servir de base para la obtencion de estas enzimas por fermentacion
solida. Esta investigacion tiene por objetivo determinar las condiciones mas apropiadas
de pH parala produccion de celulasas, en e cultivo deAspergillus nigeren fermentacion
en estado solido (FES) con medio basado en el uso del bagazo cervecero.
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2. MATERIALESY METODOS

2.1. Relacionadas con la fermentacion en estado solido

2.1.1. Microorganismo y preparacion de inoculo

Se utilizé la cepa UC33 de Aspergillus niger de la coleccion del grupo cientifico de
Desarrollo de Bioprocesos de la Universidad de Camagliey. Las cepas se conservaron
en tubos inclinados con medio de cultivo papa - dextrosa-agar (PDA), las que se
conservaron a unatemperatura de 4+1°C.

La propagacion del microorganismo se hizo en placas Petri con 10 mL de medio PDA.
Se inocul 6 siguiendo la técnica de estriado. Después de 72hde incubacion a 30 °C, se
cosecharon los conidios, losque fueron arrastrados con agua destilada estéril. La
concentracion de conidios se determind por conteo en la cdmara de Neubauer. Esta
suspensién de conidios se inoculé en un medio liquido en una concentracién de 1x10’
conidios/mL para la produccién de micelio. El medio liquido para la propagacion esta
compuesto por: extracto de levadura (10 g/L), peptona (10 g/L) y miel fina de cana (43
g/L).La propagacion se realizo, incubando a 30°C yuna agitacion 150 rpm por 30 h.

2.1.2. Materiales lignocelul 6ésicos inductores y sus pretratamientos

Se utilizd afrecho cervecero proporcionado por la cerveceria Tinima y la cascara de
arroz procedente de una fébrica de pienso local, ambas localizadasen la provincia de
Camaguiey, Cuba. Las materias primas fueron secadas a 70 °C por 24 h y se guardaron
en bolsas plasticas hasta su posterior uso.

A lacascarade arroz se le realizé un pre-tratamiento con acido sulfurico a 1% durante
2 h, a temperatura ambiente (Gabe y Zacchi, 2007). Al afrecho cervecero, sin
embargo,se decidio no realizarle pre-tratamiento alguno, ya gque éste, al ser un residuo
de la fabricacion de cerveza, harecibido pre-tratamientos térmicosyenzimaticos durante
el proceso de maceracién de la cebada.

2.1.3. Fermentacion en Estado Solido

Se fermenté 5 g de medio total himedo en erlenmeyers de 250mL, usandose como
material lignocelulésico una mezcla de céscara de arroz y afrecho cervecero,
conformando un medio de cultivodenominado GLCel-01,impregnando por una
disolucién nutritiva de minerales e inductores en relacién liquido-sdlidode 1:6. No se
informa las proporciones de estas sales por estar sujeta a solicitud de patente.

Se incubo a 30 °C durante 30 hen cultivo estatico, con una humedad de la masa total
himeda (MTH) de 57 %. El muestreo se realizo cada 6 h en condiciones asépticas.

El pH del medio de cultivo se gjusto a los diferentes valores iniciales deseados, con
NaOH paravaores alcalinosy, &cido citrico,para valores acidos.

2.1.4. Extracto crudo enzimatico

Después de un andlisis de los procedimientos para la extraccion de celulasas reportados
en laliteratura (Abo-State et al., 2010; Bahrin et a., 2011; Brijwani y Vadlani 2011,
Dhillon et a., 2012), se estructur6 un procedimiento efectivo para su extraccion.Se
suspendié el material fermentado en agua destilada en una relacion de 1:9, agitandoa
200 rpm por 1 h, a temperatura ambiente. Seguidamente, el material suspendido y la
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biomasa fungica fueron separados por centrifugacion (10000 rpm x 15 min). El
sobrenadante filtrado fue usado como fuente para la determinacion de las enzimas en
estudio y los azUcares.

2.2. Técnicas analiticas

2.2.1. Andlisisdel pH

Para determinar el pH se utiliz6 un pH metro de la marca HANNA, de fabricacion
china. El procedimiento utilizado fue € siguiente: se pesa 1g de medio sdlido yse
suspende en 9 mL de agua destilada. Se agita con un equipo vortex marca: IKA durante
5 minutos, se separa por filtracion €l solido y luego se realiza la medicion.

2.2.2. Actividad y productividad enzimatica PFasa

La actividad celulasa fue analizada a medir la glucosa liberada de la hidrdlisis
enzimética de la celulosa, utilizando como sustrato para medir la actividad PFasael
papel de filtro Whatman #1 a 1%. Se trabaj6é a un pH de 4,8 utilizando como solucién
tampdn citrato de sodio a0,1 mol/L y tiempo de hidrolisis de 60 minutos. La
concentracion de glucosa fue medida con e méodo del &cidodi-nitro-salicilico
(DNS),tal como reporta Chaplin (Rocky-Salimi y Hamidi-Esfahani, 2010). La actividad
PFasa se expresd en unidades internacionales de enzima (Ul). Una Ul es la cantidad de
enzima que libera 1 umol de glucosapor minuto bao las condiciones de ensayo y se
expresa como Ul/gMS (unidades internacionales por gramo de masa seca de medio
sdlido). La productividad enzimética se calcul6é dividendo la actividad PFasa por €
tiempo necesario para acanzarla

2.2.3. AzUcaresreductorestotales
Los AzUcares reductores totales fueron medidos por la técnica del DNS, tal como se
refiere en el epigrafe anterior.

2.3. Diseflo experimental

Se selecciond un disefio multifactorial categdrico; con dos factores independientes: el
pH con cinco niveles (4-4,5-5- 6 - 7) y e tiempo de fermentacidn, con cinco niveles
(6 - 12 — 18 — 24 - 30 h).El experimento se realizo por triplicado, dando un total de 75
corridas experimentales.

Como variable respuesta se utilizo la actividad y productividad enzimética, el pH del
medio y e contenido de reductores. Se realizé un andlisis de varianza junto a la prueba
de diferencia minima significativa con e paguete estadistico STATGRAPHIS®,
Centurién XV, version 15.2.05.

3. RESULTADOSY DISCUSION

3.1. Andlisis delas dinamicas de las variables respuestas

3.1.1. Comportamiento del pH del medio

Las dinamicas del pH del medio solidoen los cinco niveles iniciales investigados
tuvieron poca variacion respecto al tiempo cero, mostrando asi la efectividad del efecto
tampon del medio usado (Figura 1).
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Figura 1.Dindmicadel pH durante &l crecimiento del Aspergillus niger en fermentacién sdlida
del medio GL-Cel01 a unatemperatura de 30°C

Este comportamiento permite afirmar que los efectos inducidos en € microorganismo
por los diferentes niveles iniciales de pH se mantienen con poco cambio durante toda la
dindmica del crecimiento de hongo, sin confundirse con los otros niveles de pH, ago
que permite sacar conclusiones sobre la influencia de este factor en la cinética del
proceso.

3.1.2. Dindmica de los azlicares reductores

La dindmica de la concentracion de ART muestra una tendencia a la disminucion
paulatina con e tiempo a todos los niveles iniciales de pH, tal como se muestra en la
Figura 2.
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Figura 2.Dindmicade los ART adiferentes nivelesiniciales de pH del medio durante el
crecimiento de una cepa de Aspergillus niger en e medio solido GL-CEL 0la unatemperatura
de 30°C

Durante las primeras 24 h los niveles mas bgjos y atos de ART en & medio
corresponden a los pH de 4 y 4,5 respectivamente. Llama la atencion la brusca
disminucion que experimenta esta variable para pH 4,5 laque alas 12 h se apartade las
demés, llegando a bagjar hasta 31,79 g/lkgM S, para luego aumentar y seguir la tendencia
de los otros experimentos. Este resultado puede parecer aleatorio, pero, como se vera
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mas adelante, otras variables respuestas tienen un comportamiento que puede estar en
correspondencia con la subita bajada de los ART ocurrido en € intervalo de 6 a 12
h.Después de las 24 h, la concentracion de azlcares es précticamente la misma en todas
las dindmicas.

La complga interaccion que se establece en la dinamica de la concentracion de ART
incluye: la existencia inicial en € medio de azlicares simples, la produccion de ART
debido a la actividad enzimatica y, ad consumo de éstos debido a la actividad del
microorganismo. El comportamiento observado en la Figura 2 permite afirmar que la
cantidad de azUcares producidos por la actividad enzimética no logra superar la que se
consume para el crecimiento. Dentro de |os factores que concurren al unisono para esta
resultante se pudieran citar: € muy rapido crecimiento de la biomasa del moho que
supera la productividad de ART vy, la insuficiente actividad especifica del sistema
enzimatico. En este Ultimo caso, lafaltade actividad pudiera estar dada por lainhibicion
por productos de las enzimas, debida a la relativamente ata concentracion de azlicares
en e medio (Pensupa et a., 2013), la que oscila entre 40 y 45 g/kgMS d inicio y que
terminaentre 15y 25 g/kg MS a cabo de las treinta h de fermentacion.

3.1.3. Actividad PFasa

Las dinamicas de la actividad PFasa muestran que, excepto a pH 7, los niveles de
actividad PFasa son significativos y oscilan entre 23 y 33 Ul/gMS. A pH 5 se observa
un aumento suave de esta variable que se acelera desde las 12 h hasta llegar a valores
superiores a 25 Ul/gMS.
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Figura 3.Efecto del pH inicia del medio sdlido GL-CELO1 en las dinamicas de la actividad
PFasa durante €l crecimiento de A. nigera 30°C

A pH 45y 7,0 la dinAmica es mas rapida en las primeras 24 h, aunque los valores
finales a 30 h, no son los mayores. Teniendo en cuenta este comportamiento se decidio
analizar e comportamiento de la actividad de cada dinamica en los puntos de maxima
productividad enzimética (Figura4).
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Figura 4.Comportamiento del sistema en los puntos de méaxima productividad durante el
crecimiento en fase solida de una cepa de A. niger en € medio GL-cel01 a diferentes niveles
inicidlesde pH a30°C

En la Figura 4 se observa que la actividad enzimatica aumenta monGtonamente al
aumentar el pH. Los valores de actividad son significativos en estas condiciones y
aumentan desde 19 Ul/gMS hasta 34 Ul/gMS. Sin embargo, los maximos de
productividad enzimética ocurren a pH mas acidos. 4,0 (1,01 Ul/h gMS) y 4,5 (1,4 Ul/h
gMYS); para luego aumentar desde pH 5 hasta pH 7 (1,39 Ul/h gMS), nivel en que,
préacticamente, se iguala la productividad méxima alcanzada en pH 4,5.

Seguin se reporta en la literatura, para maximizar la actividad PFasa son frecuentes los
informes de pH en niveles Optimos cercanos a |os reportados en este trabajo, es decir, en
el intervalo de pH de 4-7 (Bahrin et a., 2011; Brijwani y Vadlani, 2011; Delabona et
al., 2013; Dhillon et al., 2012; Elisashvili et a., 2008; Fawzi y Hamdy, 2011; Kumar et
al., 2011; Ledn y col. 2000; Membrillo et a., 2008; Pensupa et al., 2013; Rodrigues et
al., 2013; Rodriguez-Zufigaet al., 2013; Santos et al., 2012).

Los resultados de maxima productividad alcanzados en las dinamicas a diferentes
valores iniciales de pH fueron sometidas a un andlisis de varianza, € que arroj6 la
existencia de diferencias altamente significativas (p<<< 0,01 y F=44,3). El contraste de
cada resultado (Tabla 1) indica que sdlo no existen diferencias significativas entre las
productividades maximas alcanzadasapH 4,5y pH 7,0.

Tabla 1.Pruebas de rangos multiples para el factor: Productividad maxima de actividad PFasa, a
diferentes nivelesiniciales de pH durante el crecimiento de una cepa de Aspergillus niger en el
medio GL-CEL01 a30°C

Contraste | Sig. | Diferencia | +/- Limites
40-45 | * | -0,389700 | 0,115672
40-50 | * 0,169933 | 0,115672
40-60 | * | -0,178567 | 0,115672
40-70 | * | -0,386467 | 0,115672
45-50 | * 0,559633 | 0,115672
45-6,0 | * 0,211133 | 0,115672
45-7,0 0,003233 | 0,115672
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50-60 | * -0,348500 | 0,115672
50-70 | * -0,556400 | 0,115672
6,0-70 | * -0,207900 | 0,115672
* Indica una diferencia significativa con un 95% de confianza

En e caso de las actividades PFasa, alcanzadas en estas condiciones, se observan
también diferencias altamente significativas (p<<<0,01 y F=64,23), excepto entre los
nivelesde pH inicia 4,5y 5,0. Estos resultados contienen una problemética a la hora de
decidir qué nivel de pH es e Optimo. Se ha demostrado que no hay diferencias en
cuanto a productividad entre estos dos niveles, sin embargo, otros criterios que apuntan
también a lo economico difieren en ambos casos. En primer lugar, € pH de 4,5 no
requiere del uso de sustancias que gjusten pH para acanzarlo, pues cuando se unen las
materias primas béasicas del medio, éste es €l nivel que se alcanza. Esto quiere decir que
trabajar a pH 7 requeriria de gastos adicionales de materia prima para corregir e pH
hacia € valor neutro. Asi pues, aungue ligeramente, € costo a pH 4,5 serd por este
concepto menor que a 7,0.
Una cuestion que debe ser considerada también es el hecho de que para € control de
posibles infecciones de bacterias un pH tan bajo como 4,5 es mas conveniente que el pH
neutro, 1o que es otro punto a su favor ala hora de latoma de decisiones sobre cud pH
escoger. A mayor probabilidad de infecciones, menor sera la efectividad de la
produccion anual, 1o que traera consigo un incremento del costo unitario por
producciones desechadas o0 de bgj os rendimientos.
Otro elemento importante es que € tiempo a que se a canzala maxima productividad es
menor apH 4,5 que hapH 7 (Figurab).
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Figura 5. Tiempos alos que se a canza la méxima productividad en la actividad PFasa de
Aspergillus niger adiferentes pH iniciales del medio solido GL-CEL01 a30°C

Tiempos de fermentacién menores implican menores costos de operacion por varios
conceptos, incluyendo menores gastos energéticos. Al mismo tiempo con tiempos de
fermentacion menores se podran realizar una mayor cantidad de ciclos productivos
anuales. Considerando 7920 h como fondo de tiempo anua disponible y dos horas de
tiempo auxiliar, aparte del tiempo de fermentacion, las diferencias en € tiempo de
fermentacion observado apH 4,5y pH 7,0 implicarian que en el primer caso se realicen
396 ciclos por afio, mientras que en e otro, solo se realizarian 330. De esta manera la
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produccion se veria incrementada en un 20% a pH 4,5. Mayor produccion implicara
mejoras significativas en e costo unitario. Teniendo en cuenta € costo de las enzimas
es el elemento que mas influye en la posibilidad del éxito de su aplicacion, habra que
prestar atencion aeste andisis.

A pH 7,0 & nivel de actividad que se alcanza a las 24 h (33,41 Ul/gMS) es 33%
superior a que se logra con pH 4,5. Esta diferencia tendra efectos sobre e costo de
operacion de la etapa de purificacion. Probablemente € costo de inversion de esta etapa
productiva sea menor y también su costo de operacion. Esto es algo que es imposible de
visualizar en e estado actual de la investigacion, pero debera ser considerado en
trabaj os posteriores.

El andlisis de |os diversos factores en pro y en contra discutidos hasta aqui sobre los dos
niveles de mejores resultados inclinala seleccién haciael pH 4,5.

3.2. Comparacion de losresultados con informes de la literatura

En & experimento se destaca €l factor tiempo como decisivo para la eficiencia de |la
produccion de este sistema enzimatico. Comparado con otros tiempos reportados en la
literatura, los resultados con esta cepa de A. nigera pH 4,5y 7,0 son destacados. La
Figura 6 ha sido construida con los datos recopilados por Hansen y colaboradores
(Hansen et al., 2015). Cuenta con 47 informes de cepas de ascomicetos.

s 50 /E___’E_,_—: 100 2
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$ 20 / i 70 8
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Figura 6.Distribucion de los tiempos de fermentacion de 45 trabgj os reportados sobre la
produccion del sistema enzimético PFasa por FES con diferentes especi es de ascomicetos
(Hansen et a., 2015)

Notese en esta Figura 6 que los tiempos requeridos para acanzar € resultado optimo
estan distribuidos, principalmente, entre una'y dos semanas, las que suman mas del 90%
de losinformes. Los mejores resultados a canzados en este trabajo, 10s que oscilan entre
18y 24 h resultan muy prometedores para un futuro proceso productivo competitivo.

4. CONCLUSIONES

1. Las dinamicas a niveles de pH inicidles més bgjos exhibieron maximos de
productividad a menores tiempos de fermentacion.
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2. El pH inicial de 4,5 tuvo la mayor productividad observada, aunque sin
diferencias significativas respecto al pH 7.

3. Razones asociadas a factores tendentes a producir un menor costo unitario de la
enzimaindican como més promisorio un pH inicial del medio de 4,5.

4. Laproductividad méximaa pH inicial de 4,5 fue de 1,4 Ul/h gMS, lograda alas
18 h, con unaactividad PFasa de 25,11 Ul/gMS.
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