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INTRODUCCION

Los términos "fermentacidn en estado sélido" o "fermen-
tacién de sustratos sélidos" (FSS) han sido aplicados
indistintamente, y con algunas imprecisiones, a aquellos
procesos en gque los microorganismos obtienen sus
requerimientos nutricionales a partir de materiales sélidos
insolubles o muy poco solubles en agua. Asi{, las FSS han sido
definidas como aquellas fermentaciones en que el sustrato no
es liquido (Hesseltine 1972), o como las fermentaciones en
que el sustrato no estd ni solubilizado ni en suspensién en
grandes vol¥Ymenes de agua (Raimbault 1980), o en forma mé&s
precisa como las fermentaciones en las que el crecimiento de
los microorganismos ocurre en ausencia de agua libre (Cannel
Yy Moo-Young 1980).

La definicién de Cannel y Moo-Young, a diferencia de
las anteriores, establece un limite mAximo en el contenido de
agua del sustrato para que su fermentaciédn sea considerada en
estado sélido. Sin embargo, en los distintos materiales
comunmente empleados en FSS (cereales, afrechos, pulpa de
madera, tubérculos etc.) es dificil determinar en la practica
los limites exactos en el grado de humectacién, a partir de
los cuales comienza a aparecer agua libre. No obstante puede
hacerse una aproximacién al respecto si se conocen las
isotermas de adsorcién-desorcién de agua correspondientes a
cada material. Estas pueden construirse a partir de medidas

experimentales de los niveles de actividad acuosa (a que
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corresponden a distintos grados de humectacién del sustrato
sbélido a ser fermentado, siendo a,, un pardmetro termodindmico
que relaciona la presién de vapor de la mezcla sélido-agua
con la del agua pura. En condiciones de equilibrio, a, x 100
es igual a la humedad relativa del sistema.

En una isoterma de adsorcién de agua, correspondiente a
un material orgadnico sélido (como por ejemplo un alimento
tipico) se pueden distinguir tres regiones: A, B, y C
(Fig. 1), las cuales se diferencian por la magnitud de las

fuerzas de unién predominantes entre el agua y el sélido.
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Fig. 1 Representacién de ua isoterms de adsorcién de ague de un alimento sélido caracteristico.
(Duckworth 1974), adeptado de Troller y Christian (1978).
En la regién C, el agua estaria fuertemente adsorbida
en forma de monocapa, comportdndose en muchos casos como

parte del sélido. En este estado, el agua es de dificil



remocién, requiriéndose gran cantidad de energia para su
evaporacién.

En la regién B de la isoterma el agua se encuentra
adsorbida en médltiples capas, siendo las fuerzas de unién mé&s
débiles que en la regién C. Es en los limites entre ambas
regiones donde pequefios cambios en el contenido de agua del
sé4lido, producen cambios considerables en la actividad acuosa
del sistema, o lo que es lo mismo, se necesitan grandes
cambios en la actividad acuosa para producir una apreciable
evaporacién o condensacién de agua.

A diferencia de las regiones B y C, el cambio brusco de
la isoterma en la regién A indica la acciédn de fuerzas muy
débiles, por lo que el agua, atrapada mec&nicamente en el
sistema es considerada libre. Esta regién de cambio sdbito
puede distinguirse en las isotermas descritas para varios
cereales, afrechos, pulpa de remolacha, celulosa etc.
(Iglesias y Chirife 1982), a valores de a,, comprendidos en el
intervalo 0.8 - 0.9. Esos productos son empleados con
frecuencia como sustratos en fermentaciones sélidas (Sato et
al. 1982; Sato et al. 1983; Narahara et al. 1984; Grajek y
Gervais 1987; Gervais et al. 1988), con microorganismos
cuyos valores éptimos de actividad acuosa (Corry 1978) se
ubican en la regién de la correspondiente isoterma que indica
la presencia de agua libre en el sistema. En consecuencia, la
restriccién que al respecto es impuesta por la definicién de
FSS sensu Cannel y Moo-Young (1980) tendria que ser

reconsiderada.



El concepto de actividad acuosa fue introducido en
microbiologia (Scott 1953) en sustitucién de los pardmetros
tradicionalmente usados (contenido de agua, presién osmética,
concentracién de solutos etc.), para describir 1los
requerimientos hidricos asociados a la actividad microbiana.
Desde entonces ha habido gran coincidencia en considerar que
durante el desarrollo de procesos fermentativos en sustrato
sélido, el estado fisiolégico de 1los microorganismos
intervinientes es altamente dependiente del pardmetro a,,
como una medida del estado energético del agua dentro del
sistema (Brown 1976; Griffin 1977; Narahara 1977; Brown 1978;
Troller 1980). Asi, 1la demostracién del efecto altamente
significativo de la actividad acuosa sobre el crecimiento de
Penicillium roqueforti en sustrato sélido, bajo condiciones
en gque las variaciones en el contenido de humedad no
modificaron significativamente el desarrollo del hongo
(Gervais et al. 1988), es una clara evidencia de que el
adecuado suministro de agua para el crecimiento depende de su
disponibilidad (a,,) ma&s que de su contenido per se.
Caracteristicas del crecimiento de hongos filamentosos sobre
sustratos selidos

En los dltimos afios ha habido un progreso significativo
en el conocimiento de las bases moleculares del crecimiento y
diferenciacién celular en hongos filamentosos (Smith 1975;
Turian 1977; Smith et al. 1977; Cole 1986). Esto ha permitido
la formulacién de modelos que describen las principales

transformaciones citolégicas que tienen lugar durante el



desarrollo vegetativo, caracterizado por la extension apical
de las hifas (Grove et al. 1970; Bartnicki-Garcia et al.
1979) y durante 1la formacién de propagulos reproductivos
asexuales o conidias (Cole 1986).

En forma resumida, puede describirse la elongacién de
las hifas como el proceso que resulta de la sintesis de
material celular (principalmente componentes de la pared) en
la regién apical, y la translocacién hacia dicha zona de
otros componentes previamente formados: ndcleos,
mitocondrias, ribosomas etc. (Smith 1975). En la medida en
que las hifas crecen van surgiendo ramificaciones en 1las
cercanias de 1las regién apical, y el protoplasma se mueve
continuamente ocupando las &4reas recién formadas. Como
consecuencia, las regiones mads viejas de las hifas van
quedando vaclias.

Por analogla con los sistemas unicelulares, en que cada
célula individual constituye una unidad de crecimiento, que
aumenta en longitud o di&metro hasta que la divisién ocurre,
se ha definido unidad de crecimiento en hongos filamentosos
(Pomeley 1959) como la distancia promedio de elongacién de
las hifas emergentes previo al surgimiento de una nueva
ramificacién, o dicho de otro modo, la distancia promedio
entre dos ramificaciones contiguas. Asi:

Longitud total de las hifas (um)

Unidad de crecimiento (pm) =
r¢mero de ramificacianes

Durante el crecimiento, el ndmero de ramificaciones

incrementa exponencialmente (Trinci 1974). Asi{, independien-



temente de la velocidad de elongacién de cada unidad de
crecimiento, la longitud total de todas las hifas también
incrementa exponencialmente (Smith 1975).

De acuerdo con el modelo desarrollado por Trinci (1971)
para el crecimiento de hongos filamentosos en superficies
planas, como por ejemplo una placa de agar, el incremento en
masa de cada colonia, en sus primeras fases de desarrollo,
sigue una ley exponencial. Sobrepasado un cierto tamafio, 1la
velocidad de difusién de nutrientes hacia la regién central
de la colonia es mAs baja que la velocidad de consumo, lo que
conduce a una rdpida transicién hacia el cese del crecimiento
en dicha zona. Como consecuencia, sélo una delgada franja de
espesor constante en la regién periférica crece
exponencialmente. Esto hace que el crecimiento de la colonia,
medido por 1los incrementos en el radio, se aproxime a 1la
linearidad.

Es préacticamente imposible aplicar el modelo de Trinci
(1971) al crecimiento de hongos filamentosos sobre 1los
sustratos que comunmente se emplean en fermentaciones sélidas
(productos o subproductos de la agroindustria), ya que 1los
mismos, en su mayoria particulados, al ser empacados en pilas
o dentro de fermentadores dan lugar a una matriz porosa, cuya
estructura es dificil de caracterizar en términos
geométricos. Sobre estos sustratos, los hongos filamentosos
desarrollan un patrén de crecimiento heterogéneo, con hifas
que penetran en el interior de las particulas sélidas, otras
firmemente adheridas a su superficie y otras en los espacios

aéreos interparticulas (Viesturs et al. 1981; Laukevics et



al. 1984; Laukevics et al. 1985; Desfarges et al. 1986),
mostrando cada tipo de hifas caracteristicas fisiolégicas
particulares. Este patrén de crecimiento en que el micelio
forma una intrincada red en estrecha asociacién con la matriz
sélida, no permite la directa evaluacién de la biomasa por
los procedimientos gravimétricos <convencionales. En
consecuencia, la realizacién de estudios cinéticos obliga a
hacer determinaciones de la biomasa en base a medidas
indirectas de algunos de sus constituyentes, o
alternativamente a evaluar algdn producto metabélico asociado
al crecimiento (Moo-Young et al 1983).

La evaluacién de la biomasa en fermentaciones sélidas,
siguiendo las estrategias antes mencionadas, lejos de ser un
problema resuelto, presenta serias limitaciones.

En primer lugar cabe destacar los posibles errores que
se pueden cometer cuando se hacen inferencias sobre 1la
biomasa total, en base a medidas de alguno de sus
componentes, si el mismo est4d presente en muy baja proporcién
y/o varia en contenido en 1las distintas fases del
crecimiento. Este inconveniente se presenta con algunos de
los métodos disponibles, basados en determinaciones de: ADN,
ARN, ATP (Wang et al. 1979); N-acetilglucosamina (Ride vy
Drysdale 1972; Swift 1973; Aidoo et al. 1981); ergosterol
(Matcham et al. 1985).

Si bien otros componentes de la biomasa, como es el
caso de las proteinas, son mAs abundantes, su utilidad en 1la

evaluacién del crecimiento (Ehresmann et al. 1973; Moreira et



al. 1978; Wang et al. 1979) depende de su bajo contenido en
el sustrato sélido a ser fermentado, siendo las condiciones
ideales aquellas en que el sustrato debe ser suplementado con
una fuente de nitrégeno inorgénico.

En segundo término habria que mencionar la dificultad
de operar con muestras representativas, dada la estructura
heterogénea de la materia fermentada. Esta limitacién puede
ser superada cuando los procesos son realizados en pequeRa
escala, ya que en esas circunstancias la materia fermentada
puede ser procesada en su totalidad para hacer los andlisis
correspondientes.

En procesos realizados a gran escala es una practica
frecuente evaluar el crecimiento en base a medidas de consumo
de oxigeno (Harris 1979; Sato et al. 1983) o produccién de
diéxido de carbono (Carrizales et al. 1981). Si bien estas
variables son una expresién del funcionamiento del sistema en
su globalidad (independientemente del grado de heterogeneidad
de la materia fermentada), su uso en la estimacién de 1la
biomasa se restringe a 1la fase de crecimiento activo, en
sistemas que operan bajo condiciones de aireacién forzada.
Bajo estas condiciones es posible calcular velocidades de
consumo de oxigeno y produccién de diéxido de carbono, en
base a medidas de la composicién de gases en la entrada y la
salida del fermentador. Sin embargo, estas variables no
pueden ser medidas como una respuesta global del sistema en
procesos fermentativos realizados sin aireacién forzada
(procesos en bandejas, composteros etc.), por lo que en 1la

prdctica estos sistemas son dificiles de caracterizar en



términos cinéticos.

Desde el punto de vista practico, el cambio morfolégico
mAs importante en el desarrollo de hongos filamentosos en
sustratos sélidos es la esporulacién, ya que su inicio marca
las etapas finales en la acumulacién de biomasa.

Esta habilidad para cambiar de la forma de crecimiento
vegetativo (filamentoso) a la forma reproductiva, generalmen-
te esférica (conidias), es el resultado de modificaciones
significativas en la expresién genética, en respuesta a
alteraciones fisicoquimicas ambientales. La consecuencia es
el establecimiento de un nuevo patrén de desarrollo con
caracteristicas metabélicas y morfolégicas propias (Turian
1974) .

La conidiogénesis ocurre generalmente a través de dos
mecanismos o formas de desarrollo: blAastico y tAlico (Cole
1986). E1 desarrollo blAstico se caracteriza por 1la
diferenciacién apical o lateral de una hifa fértil, mediante
el ensanchamiento y sintesis de novo de material celular y la
formacién de un septo basal. El desarrollo talico ocurre por
la conversién de segmentos enteros de una hifa en conidias
terminales o intercaladas (conidias holotdlicas), o por
conversién y desarticulacién de un segmento de hifa en muchas
conidias (conidias A4rtricas). Aunque en el desarrollo tAalico
puede ocurrir un pequeRo alargamiento con sintesis secundaria
de pared celular, las conidias tAlicas son morfogenéticamente
diferentes de las blAsticas, en las que el crecimiento de

novo es una caracteristica b4sica.



Por lo general se asocia el inicio de la esporulacién
con el cese del crecimiento vegetativo, debido al agotamiento
de nutrientes o al efecto de algdn otro factor 1limitante
(Moo-Young et al. 1979; Raimbault y Alazard 1980; Ulmer et
al. 1981; Viesturs et al. 1981; Chahal y Moo-Young 1981; Cole
1986; Larroche et al. 1988).

Cuando las velocidades especificas de incorporacién y
utilizacién de nutrientes son constantes, se considera que el
crecimiento del hongo es balanceado, en cuyo caso se mantiene
la morfologia vegetativa (Bu’Lock 1975). Bajo esas
condiciones el desarrollo miceliar es regulado por
interacciones génicas mads que por factores ambientales (Smith
et al. 1981).

Cualquier modificacién ambiental que conduzca a un
crecimiento no balanceado, con alteraciones metabélicas
significativas, podria cambiar el patrén de expresién génica
caracteristico del desarrollo vegetativo y dar inicio a la
diferenciacién de estructuras productoras de conidias. De
acuerdo con Smith (1977), el desarrollo vegetativo y 1la
esporulacién deben ser considerados como procesos que
compiten por intermediarios metabélicos limitantes, m&s que
fendmenos mutuamente excluyentes.

Factores que afectan el crecimiento de hongos filamentosos en
sustratos seélidos

El cardcter particulado de 1los materiales que
generalmente se emplean en fermentaciones sélidas, sumado a

la naturaleza polimérica de sus principales constituyentes
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(celulosa, hemicelulosa, lignina, almidén etc.), conduce a la
identificacién de tres grupos de factores que afectan 1la
dindmica de la bioconversién de estos materiales por hongos
filamentosos.

En primer lugar estdn los factores que derivan de 1la
macromorfologia de las particulas, esto es, tamaRo y forma,
relacién superficie/masa, naturaleza cristalina o amorfa,
porosidad, difusividad dentro de las particulas,
transferencia de masa desde y hacia 1la superficie,
propiedades de adsorcién-desorcién de agua. Estos factores
determinan la velocidad a la cual las distintas
macromoléculas del sustrato se hacen accesibles al atagque por
enzimas extracelulares.

En segundo término est&n los factores que afectan las
actividades enzimaticas involucradas en la hidrélisis total o
parcial de las macromoléculas mencionadas (pH, temperatura,
humedad, concentracién de sustrato y productos etc.), para
dar lugar a subunidades que puedan atravesar 1la membrana
celular. Estos factores determinan la velocidad a la cual los
distintos compuestos asimilables se hacen disponibles.

En fermentaciones sélidas, los términos accesibilidad y
disponibilidad de nutrientes esta&n 1ligados al concepto de
sustrato 1limitante, es decir, el sustrato de cuya
concentracién depende la velocidad especifica de crecimiento
durante el desarrollo de un determinado proceso.

Si el sustrato limitante debe estar disuelto para poder
ser utilizado por el microorganismo (Moo-Young et al. 1983),

entonces en la medida en que su solubilizacién desde 1las
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particulas sélidas sea mAs r4dpida que su consumo, su
concentracién en la fase acuosa del medio de cultivo seri
saturante. Bajo esas condiciones la velocidad de consumo
dependerd de la concentracién celular, maAs que de 1los
factores que derivan de la macromorfologia de las particulas
y/o de 1los que afectan 1las actividades enzimAticas
extracelulares. Esta situacién ha sido descrita en muchos
sistemas fermentativos en sustratos sélidos (Raimbault 1980;
Viesturs et al. 1981; Laukevics et al. 1984; Desfarges et al.
1986), donde la acumulacién de azdcares reductores ha sido
evidente. No obstante, altos niveles de estos azdcares puede
traer aparejado una inhibicién del crecimiento vegetativo
(Viesturs et al. 1981). Por el contrario, si la velocidad de
solubilizacién de nutrientes desde 1las particulas sélidas
llega a hacerse mAs baja que la velocidad de consumo,
entonces la velocidad de crecimiento dependerd de alguno de
los factores antes mencionados que afectan la accesibilidad
y/o disponibilidad de nutrientes (Huang y Chou 1989). Frente
a este tipo de limitaciones, es una practica comdn hacer el
tratamiento previo de los materiales a ser fermentados,
mediante procedimientos que alteren la macromorfologia de las
particulas, como son: el empleo de vapor a alta presien
(Ulmer y Tengerdy 1981; Hecht et al. 1985; Doppelbauer et al.
1987), molienda (Tassinari y Macy 1977; Detroy et al. 1980;
Kelsey y Shafizadeh 1980), tratamiento con alcali (Detroy et
al. 1980; Ghosh et al. 1980; Detroy et al. 1981; Hecht et al.

1985). Alternativamente puede incrementarse la disponibilidad
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de nutrientes mediante 1la suplementacidédn con enzimas
hidroliticas (Larroche et al. 1988).

En el tercer grupo de factores que pueden afectar el
crecimiento de hongos filamentosos en sustratos sélidos, se
incluyen los relacionados con la estructura de la matriz que
se obtiene cuando el material a ser fermentado es empacado en
pilas o dentro de fermentadores. En estas circunstancias, el
espesor de la matriz y el volumen de los espacios libres
interparticulas juegan un papel fundamental en 1la
transferencia de gases y de calor, especialmente en procesos
fermentativos realizados sin aireacién forzada.

Si el volumen de los espacios interparticulas es
suficientemente grande, no serian necesarios el mezclado
continuo y 1la aireacién, ya que el oxigeno contenido en
dichos espacios podria ser suficiente para cubrir la demanda
durante el crecimiento. Sin embargo, en los sistemas en que
los espacios libres son reducidos, puede requerirse el
mezclado periédico para facilitar el intercambio de oxigeno y
diéxido de carbono con el ambiente. No obstante, esta
prdctica puede ocasionar la ruptura del micelio con 1la
consecuente inhibicién del crecimiento (Silman 1980; Viesturs
et al. 1981).

El patrén de crecimiento mostrado por 1los hongos
filamentosos en sustratos sélidos, en que una parte del
micelio se desarrolla en los espacios libres interparticulas,
hace que una reducida disponibilidad de esos espacios
(rdpidamente colonizables) pueda llegar a ser un factor

limitante, adn bajo condiciones de éptimo intercambio de
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gases con el ambiente. Este tipo de limitacién o impedimento
estérico al desarrollo del micelio ha sido descrita en
fermentaciones sélidas de materiales 1lignocelulésicos
(Laukevics et al. 1985) como responsable de 1los bajos
rendimientos en biomasa que caracteriza a estos procesos.

En fermentaciones sélidas con aireacién forzada, 1la
mayor parte del calor generado por metabolismo puede ser
transferido al aire como calor latente de vaporizacién de
agua (Sato et al. 1982). En consecuencia, los incrementos en
temperatura en el seno de la materia fermentada podrian ser
evitados a expensas de una disminucién en su contenido de
agua, causado por evaporacién. Sin embargo, esta estrategia
es de aplicacién 1limitada, ya que una disminucién
significativa en el contenido de agua del sistema puede
afectar negativamente al crecimiento. Por el contrario, en
fermentaciones sin aireacién forzada, 1la ausencia de una
corriente de aire fluyendo a través del sistema hace que 1la
disipacién del calor generado sea mas dependiente de 1las
propiedades térmicas y de las caracteristicas geométricas de
la matriz sélida, es decir, la conductividad térmica, el
espesor del lecho, el 4rea normal al flujo de calor.

La naturaleza misma de los materiales que generalmente
se emplean en fermentaciones sélidas, sumado al bajo
contenido de agua que caracteriza a estos procesos, hace que
la conductividad térmica de la matriz sélida sea baja. Asi,
un incremento en el espesor de la matriz (caracteristico del

escalado de los procesos) puede disminuir significativamente
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el coeficiente de transferencia térmica, con la consecuente
acumulacién de calor dentro del sistema y la elevacién de la
temperatura a niveles muchas veces incompatibles con el

crecimiento.

Aplicaciones de las fermentaciones selidas

Durante siglos, la bioconversién de sustratos sélidos
ha sido aprovechada por el hombre a través de las llamadas
fermentaciones seélidas tradicionales, cuyos principales
exponentes los constituyen las fermentaciones alimentarias
orientales, la maduracién de quesos, el ensilaje y el
composteo.

En la actualidad existe un renovado interés en el uso
de las fermentaciones sélidas, motivado en parte por algunas
ventajas comparativas frente a las cl&sicas fermentaciones
sumergidas, como son: bajos costos de inversién en equipos,
menor demanda energética, mayores productividades volumétri-
cas, facilidad en la recuperacién de productos, se evita el
tratamiento de grandes voldémenes de liquidos residuales,
menores riesgos de contaminacién etc. (Hesseltine 1972). Ello
ha permitido su gran difusién en procesos tales como: el
enriquecimiento proteico de productos y subproductos
agroindustriales (Raimbault y Alazard 1980; Viesturs et al
1981; Ulmer y Tengerdy 1981; Hecht et al. 1982; Rousos et al.
1983; Laukevics et al. 1984; Gonz&lez et al. 1985; Hours et
al. 1985; Carrizales y Jaffé 1986; Rodriguez et al. 1986), el
incremento en la digestibilidad de materiales lignocelulési-

cos destinados a la dieta animal (Zadrazil y Brunert 1982;
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Levonen-Munoz et al. 1983; Agosin y Odier 1985; Nicolini et
al. 1987; Rolz et al. 1987), la produccién de enzimas (Hankin
y Anagnostakis 1975; Toyama 1976; Silman 1980; Qadeer et al.
1980; Nishio et al. 1981; Zetelaki-Horvath 1984; Thompson y
Eribo 1984; Deschamps y Huet 1985; Hours 1988), la produccién
de metabolitos (Ikeda et al. 1972; Kumar y Lonsane 1987;
Kirimura et al. 1988), La produccién de micotoxinas
(Hesseltine 1972; Linderfelser y Ciegler 1974), la produccién
de esporas para ser usadas en transformaciones orgénicas
(Singh et al. 1968; Sala y Burgos 1972; Elliott 1972; Vezina
y Singh 1975; Larroche et al. 1988) y 1la produccién de
esporas para ser usadas en el control de plagas, aspecto que
serd tratado a continuacién.

Empleo de las fermentaciones se6lidas en la produccien de
bioinsecticidas fungicos.

Caracteristicas generales de 1los bioinsecticidas

fangicos.

A partir de los trabajos de Metschnikoff a finales del
siglo pasado, sobre el uso de Metarhizium anisopliae en el
control de larvas de Anisoplia austriaca, ha habido un
especial interés en el desarrollo de 1la patologia de
insectos, teniendo como una de sus metas principales el
control biolédgico de plagas. Desde entonces, una extensa
variedad de hongos, bacterias, virus y nemAtodos han sido
identificados como entomopatégenos, constituyendo los hongos
el grupo m&s prominente, pues se conocen mads de 700 especies

pertenecientes a alrededor de 90 géneros, como agentes
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causales de infeccién (Alves 1986).

A diferencia de las bacterias, virus y nematodos, los
cuales deben ser ingeridos por el insecto para que 1la
infeccién ocurra, los hongos entomopatdédgenos normalmente
invaden a través de la cuticula, por lo que su accién se
extiende a los estados de desarrollo en que la alimentacién
estd ausente (huevos, pupas) y a aquellos adultos que por sus
prdcticas alimentarias (succionadores), son dificiles de
controlar via ingestién del agente.

La infeccién se inicia con la germinacién de las
esporas del hongo sobre la cuticula del insecto, proceso que
requiere en muchos casos la presencia de una fuente de
carbono exégena (Smith y Grula 1981; Hunt et al. 1984). En
algunas especies puede observarse la formacién de apresorios
y una punta de penetracién en la parte apical del tubo
germinal (Alves 1986). El1 efecto mec&dnico de estas
estructuras, combinado con la accién de proteasas, quitinasas
y lipasas (Smith et al. 1981; Persson et al. 1984; Leger et
al. 1986a, 1986b, 1986c; Brey et al. 1986) facilita 1la
penetracién del tubo germinativo hasta la cavidad general del
cuerpo, donde ocurre la invasién de los distintos érganos y
tejidos. Esta fase de la infeccién va acompanada generalmente
por 1la produccién de toxinas y metabolitos de bajo peso
molecular con actividad insecticida (Claydon y Grove 1982;
Dunphy y Nolan 1982; Farges y Robert 1986), 1los cuales,
conjuntamente con el bloqueo mecdnico del aparato digestivo

causado por el crecimiento vegetativo, y otros danos fisicos
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(accién histolitica), llevan a la muerte del insecto.
Seguidamente las hifas comienzan a emerger por 1los
espirdculos y regiones intersegmentares, para dar lugar a un
abundante crecimiento y esporulacién sobre la superficie del
insecto. Las esporas asi{ producidas pueden ser descargadas al
ambiente e iniciar un nuevo ciclo de infeccién (Milner 1981;
Smitley et al. 1986; Glare et al. 1986; Eilenberg et al.
1986; Cooper y Sweeney 1986).

Las condiciones de humedad y temperatura requeridas por
la mayoria de los hongos entomopatégenos para su superviven-
cia en aplicaciones a campo, germinacién, penetracién e
inicio de un nuevo ciclo de esporulacién sobre la superficie
del insecto, constituyen la principal restriccién en su uso
como agentes de control (Shields et al. 1981; Doberski 1981;
Lingg y Donaldson 1981; Zimmermann 1982). Es por ello que una
buena parte de la investigacién que actualmente se realiza,
en relacién al uso de hongos entomopatégenos en el control de
plagas, hace énfasis en la selecciédn y desarrollo de cepas
con maximo potencial epizoético, estudiando aspectos tales
como: capacidad de esporulacién sobre insectos muertos,
capacidad de dispersién, velocidad de invasién y desarrollo
in vivo, temperatura y humedad éptimas y estabilidad en el
ambiente. Este enfoque estd reemplazando lentamente a 1las
evaluaciones r&pidas basadas en un dnico criterio, como por
ejemplo la patogenicidad (CLSO)1 o la virulencia (TL50)2,

determinadas normalmente en 1laboratorios, bajo condiciones

! Caxcentrecion letal media
Tiempo requerido pars redcir a la mitad le poblacian de insectos
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controladas de humedad y temperatura. La caracterizacién de
cepas en base a esos WYnicos pardmetros, condujo con
frecuencia en el pasado al desarrollo de bioinsecticidas

fdngicos de baja eficiencia en aplicaciones a campo.

Produccien de bioinsecticidas fungicos

Dadas las restricciones que imponen 1las condiciones
microclimdticas a la accién de los bioinsecticidas fvngicos
en aplicaciones a campo, la produccién de estos agentes de
control apunta hacia las formas de desarrollo més
resistentes, es decir, las conidias.

La conidiacién puede ocurrir en cultivos sumergidos con
una amplia variedad de hongos filamentosos (Vézina y Singh
1975), obteniéndose rendimientos de alrededor de 1010 - 4011
conidias/L. Sin embargo, algunos hongos entomopatégenos, como
son: Beauveria bassiana, Beauveria tenella, Metarhizium
anisopliae, Nomurea rileyi, Spicaria prasina y Paecilomyces
farinosus son dimérficos, y cuando crecen en cultivos
sumergidos agitados y con aireacién, producen una mezcla de
micelio y células levaduriformes denominadas blastosporas
(Roberts y Yendol 1971). Estas células pueden ser producidas
en masa con relativa facilidad, pero su uso en el control de
plagas estd limitado por su baja viabilidad en condiciones de
sequedad, o por la dependencia de una fase de conidiacién a
partir de las mismas, luego de su aplicacién a campo (Holdom
y Van de Klashorst 1986). Es por ello que 1los cultivos
sumergidos han tenido poca aceptacién en la produccién de

bioinsecticidas féngicos. Su uso se restringe a la fase de
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crecimiento vegetativo, en cuyo caso es necesaria una segunda
etapa en 1la produccién, donde el micelio y/o blastosporas
obtenidos son inducidos a la conidiacién sobre un sustrato
sélido.

Las fermentaciones sélidas han constituido hasta el
presente la alternativa mads viable para el crecimiento y
conidiacién de hongos entomopatégenos a escala industrial.
Los métodos mas difundidos, utilizados en 1la produccién de
Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana, Verticillium
lecanii y otros deuteromicetos, se basan en la fermentacién
de arroz descascarado, no pulido. Para ello se emplean sacos
de polipropileno (resistentes a la esterilizacién), de 35 cm
x 22 cm, o frascos de vidrio de 1 L de capacidad, conteniendo
respectivamente 300 g y 100 g de arroz precocido vy
autoclavado, con un contenido de agua de alrededor de 25% en
base hdmeda (Alves 1986).

Los cultivos son 1iniciados con esporas (106-107
esporas/g) Yy las incubaciones se realizan en cuartos
termostatizados (27 t 1 ©c) durante 12 - 16 dias, obteniéndo-
se rendimientos de alrededor del 10% en masa fédngica, lo que
equivale a 10° esporas/g de arroz.

Un método alternativo ha sido desarrollado por 1la
empresa brasilera Labormax Produtos Quimicos 1Ind. e Com.
Ltda. (método BiomaxR), que consiste en una primera fase de
germinacién sobre arroz contenido en sacos de polipropileno,
y una segunda fase de crecimiento vegetativo y esporulacién

en bandejas abiertas, incubadas en cuartos termostatizados.
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Los rendimientos que se obtienen son también del orden de 10°
esporas/g de arroz. En general, el escalado de estos procesos
consiste simplemente en un incremento en el ndmero de unida-
des de fermentacién (sacos, frascos o bandejas).

Entre los hongos entomopatdgenos que se producen
actualmente a nivel 1industrial (Tabla 1), Metarhizium
anisopliae es tal vez el mejor conocido. Su espectro de
accién abarca a mads de 200 especies pertenecientes a 1los

6érdenes Coleoptera, Lepidoptera, Diptera, Homoptera.

Tabla 1 Alguos bioimsecticidas férgicos prodxidos a nivel

carercial

Pategeno Producto Pais

Metarhizium Biomax Brasil

anisopliae Combio Brasil
Metabiol Brasil
Metaquino Brasil

Beauveria Boverin URSS

bassiana Biotrol USA

Boveriol Brasil

Verticillium Vertalec 1Inglaterra
lecanii

La mayor difusién en el uso de Metarhizium anisopliae
ha tenido lugar en Brasil, donde ha venido desplazando a los
insecticidas quimicos convencionales (Alves 1986) en el
control de importantes plagas que afectan a la cana de azdcar
(Mahanarva posticata y Diatraea saccharalis), pastizales
(Deois 2zulia), soja (varias especies pertenecientes a 1los
géneros Nezara y Piezodorus), y bananeras (Cosmopolites

sordidus) entre otros.
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Generalmente se requieren altos niveles de inéculo en
las aplicaciones a campo (alrededor de 1012
conidias/Hect4&rea), para que este hongo pueda ser utilizado
eficientemente como bioinsecticida (Alves 1986; Wraight vy
Roberts 1987). De alll 1la importancia de que 1los métodos
empleados en su produccién proporcionen altos rendimientos en
esporas a bajo costo.

Los rendimientos que normalmente se obtiene a través de
los métodos disponibles, basados en la fermentacién de arroz
son lo suficientemente altos como para que dichos métodos
sean considerados econdmicamente viables. No obstante, es
posible desarrollar procedimientos alternativos tendentes a
disminuir los costos de operacién, si el arroz (comercialmen-
te valioso en la alimentacién humana) es reemplazado por
subproductos agroindustriales (generalmente mAs baratos) que
proporcionen los requerimientos nutricionales necesarios para
el desarrollo del hongo.

Dadas las caracteristicas del crecimiento fdngico sobre
arroz, esencialmente superficial, es evidente que la mayor
parte de los requerimientos nutricionales son suministrados
por las capas mAs externas del grano (pericarpio, capa
aleuronifera, germen y tegumentos seminales). Estas capas son
eliminadas por abrasién durante el procesamiento del arroz
para el consumo humano ("arroz blanco"), generdndose un
subproducto que se incluye dentro de la categoria de 1los
afrechos, del cual Argentina produce alrededor de 40.000

toneladas métricas por amo (dato suministrado por la CAtedra
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de Cerealicultura de la Facultad de Ciencias Agrarias y
Forestales de la Universidad Nacional de La Plata).

En algunos palses como La India, Nepal, Pakistan,
Thailandia, Egypto y México, el afrecho de arroz es utilizado
como una importante materia prima en la produccién de aceites
comestibles (Yokochi 1974). No obstante, en Argentina, donde
la produccién de oleaginosas es marcadamente alta, dicha
prdctica no resulta rentable, por 1o que el afrecho se
constituye en un subproducto barato, utilizado fundamental-
mente en la suplementacién de alimentos para animales.

Es asi como la alta disponibilidad a bajo costo, sumado
a sus caracteristicas nutricionales, inferidas sobre la base
de su origen (capas mAs externas del grano, donde el
crecimiento fdngico ocurre con relativa abundancia - Alves
1986), el afrecho de arroz se constituye en un candidato
potencial para ser usado como sustrato en fermentaciones
sélidas, dirigidas a la produccién del hongo entomopatégeno

Metarhizium anisopliae.
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OBJETIVOS

El presente estudio estd dirigido al desarrollo de un
proceso fermentativo en sustrato sélido, para ser utilizado
como alternativa en la produccién de esporas del hongo
entomopatégeno Metarhizium anisopliae. Ello contempla evaluar
la factibilidad del uso de afrecho de arroz como componente
badsico de bajo costo, en el disefRo de medios de cultivo que
ofrezcan ventajas comparativas frente a los medios, que para
tal fin, han sido utilizados tradicionalmente.

Se intenta 1la caracterizacién del crecimiento y 1la
esporulacién de M. anisopliae en dichos medios, tanto en
términos cinéticos y estequiométricos, como a través de 1la
identificacién de 1los factores 1limitantes involucrados. Se
pretende con ello obtener informacién bAsica sobre el
funcionamiento del sistema, que sirva de referencia para un

posible escalado del proceso.
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MATERIALES Y METODOS

1. Microorganismo

Para la realizacién del presente trabajo se utilizé el
hongo filamentoso entomopatégeno Metarhizium anisopliae,
Clase Deuteromycete Familia Moniliaceae.

Los aislados Ay, A9, Eg, M y MT fueron gentilmente
suministrados por el Dr. Joéo Ldcio de Azevedo, Instituto de
Genética, Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz
(ESALQ), Universidad de Sao Paulo (USP), Sao Paulo, Brasil.
El aislado BJ-1110 perteneciente al cepario del Centro de
Investigacién y Desarrollo en Fermentaciones Industriales
(CINDEFI), fue obtenido originalmente en 1la 1localidad de
Coronel Sulrez, provincia de Buenos Aires, por el Instituto
Spegazzini, La Plata. Las cepas eran mantenidas mediante su
crecimiento rutinario sobre arroz descascarado, no pulido, de

acuerdo con el procedimiento descrito por Alves (1986).

2. Productos utilizados en la formulacien de los medios de cultivo

En la formulacién de los medios de cultivo se
utilizaron dos subproductos derivados de 1la industria
arrocera: afrecho vy cdscara de arroz, los cuales fueron
suministrados por el Ing. Alfonso Vidal de la Estacién Expe-
rimental Ing. Agr. Julio Hirschhorn de 1la Facultad de
Ciencias Agrarias y Forestales de la Universidad Nacional de
La Plata. Estos subproductos, obtenidos rutinariamente por

los procedimientos convencionales empleados en el descas-
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carado y pulido de arroz, basados en abrasién, eran almacena-
dos por separado en sacos de polietileno y mantenidos a 4°cC

hasta ser usados.

3. Analisis de la composicieén centesimal del afrecho de arroz

Los contenidos de fibra cruda, proteinas (Ny 4,7 X
6.25), almidén, azhdcares reductores solubles, 1lipidos y
cenizas fueron determinados por los métodos convencionales

descritos en AOAC, Official Methods of Analysis (1984).

4. Analisis de la composicien elemental del afrecho de arroz

Los contenidos porcentuales de carbono, hidrégeno y
nitrégeno de muestras de afrecho de arroz, fueron determina-
dos por el Departamento de Quimica Orgénica, Facultad de
Ciencias Exactas de la Universidad de Buenos Aires (UBA),
utilizando los métodos correspondientes, descritos en AOAC,
Official Methos of Analysis (1984). El1 contenido de oxigeno
se calculé por diferencia con el 100%, tomando como referen-
cia las composiciones de C, H, N y cenizas. El contenido de
cenizas se determiné por pesada, luego de la incineracién de

las muestras en una mufla a 650°cC.

5. Determinacien de la capacidad de retencien de agua del
afrecho y la cascara de arroz.

La determinacién estuvo basada en la imbibicién del

afrecho y la cAscara en un exceso de agua destilada, seguido
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del drenaje del exceso de agua por gravedad y posterior
evaluacién de la fraccién de agua retenida.

Las muestras de afrecho y céscara (5 g en base seca)
fueron primeramente hidratadas hasta el 30% de humedad (en
base hdimeda) y autoclavadas a 120°C durante 20 minutos.

Cada muestra autoclavada fue transferida a una columna
de vidrio (2.2 cm de didmetro y 20 cm de 1largo) vy
suplementada con 30 ml de agqua. Las columnas, cerradas en
ambos extremos (Fig. 2) fueron mantenidas en posicién
vertical durante 12 horas a temperatura ambiente.

Concluida la fase anterior, se permitié el drenaje por
gravedad del exceso de agqua, hasta que cada columna acusé un
peso h¥Wmedo constante. Seguidamente se determinaron los
contenidos de humedad y de materia seca en cada muestra,

luego de su secado en una estufa a 60°C hasta peso constante.

6. Medios de cultivo

6.1. Medio de afrecho (MA)
Constituido por afrecho de arroz hidratado, cuyo
contenido de agua, tal como se indica en 1los respectivos

experimentos, varié entre 2.8% y 68% en base hdmeda.

6.2. Medio de afrecho-cascara (MAC)
Basado en mezclas de afrecho de arroz Yy
cdscara de arroz, en las proporciones que se detallan en los
respectivos experimentos, con un contenido de agua que varié

entre 9% y 49% en base hdmeda.
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Los medios mencionados, empleados en fermentaciones
sélidas, eran preparados en frascos de vidrio prepesados y
esterilizados en autoclave a 120°C durante 20 minutos.
Seguidamente, y una vez frios, los frascos eran pesados con
el objeto de evaluar las posibles pérdidas de agua ocurridas
durante la esterilizacién, las cuales eran corregidas al

hacer la inoculacién.

6.3. Caldo de afrecho (CA)
Constituido por un extracto acuoso de afrecho de
arroz. E1 mismo era preparado mediante ebullicién durante 30
minutos de una suspensién de afrecho al 2% en agua destilada,
y posterior pasaje a través de filtros Whatman N° 1. La
esterilizacién se realizé en autoclave a 120°C durante 15 mi-

nutos.

7. Determinacien de la actividad acuosa (a en los medios

[} w)
de cultivo.

La humedad relativa en condiciones de equilibrio

(a,, X 100) fue medida en los medios MA y MAC, preparados con

w
contenidos de agua que variaron entre 2.8% y 68% para el
medio MA y entre 9% y 49% para el medio MAC. En este dltimo
la relacién afrecho-cascara fue 1:1.

Las determinaciones fueron hechas a 28°C utilizando
un analizador Novasina Thermoconstanter Humidat TH-2 (Zurich,
Switzerland). Cada determinacién estuvo acompaRada de la

respectiva medida del contenido de humedad, para lo cual, la

muestra analizada era secada a 105°C hasta peso constante
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8. Preparacien de los inéculos.

Las suspensiones de esporas para los inéculos eran
preparadas a partir de cultivos esporulados de dos semanas,
desarrollados sobre granos de arroz (Alves 1986), mediante
la adicién de Tween 80 al 0.1% y agitacién manual. La
concentracién de esporas era determinada mediante el uso de

una cAmara de Neubauer.

9. Fermentaciones en sustrato selido sin aireacien forzada.

Estas fermentaciones se 1llevaron a cabo con 1los
medios de cultivo MA y MAC preparados en botellas de vidrio
de 250 ml, 500 ml y 1000 ml, con di&metros internos de 5.5
cm, 7.5 cm y 8.7 cm respectivamente. Los medios fueron
inoculados a una concentracién de 10° esporas/g de materia
seca, e incubados durante dos semanas a 28°C en un cuarto
termostatizado, en presencia de 1luz artificial continua y una
humedad relativa cercana al 90% Estas condiciones han sido
reportadas como éptimas para el crecimiento y esporulacién de
M. anisopliae sobre granos de arroz (Alves, 1986). Durante
las incubaciones las botellas permanecieron estacionarias vy

en posicién vertical.

10. Fermentaciones en sustrato selido con aireacien forzada.

Estas fermentaciones se llevaron a cabo en tres
tipos de columnas de vidrio (apéndice), empacadas con medio

MAC. Este medio, preparado en erlenméyeres de 1000 ml, era
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inoculado a una concentracién de 10° esporas/g de materia
seca antes de ser transferido a las columnas. Esta 4Yltima
operacién se llevaba a cabo en un banco de flujo laminar.

Las incubaciones se realizaron a 28°C, en presencia de
luz artificial continua, durante los tiempos especificados en
los respectivos experimentos.

Cada columna era acoplada a un sistema de
humectacién de aire (apéndice), el cual fue suministrado en
forma continua a un caudal de 0.34 L/h x g de materia seca

inicial.

11. Cultivos sumergidos

Las fermentaciones en cultivos sumergidos se
realizaron empleando el medio CA, inoculado con 10°
esporas/ml. Se utilizaron sistemas discontinuos ('"Batch') en
erlenméyeres de 1000 ml, con un volumen de trabajo de 100 ml.
Las incubaciones se realizaron en un cuarto termostatizado a
28°C, utilizando un agitador orbital New Brunswick modelo G25
(New Brunswick Scientific Co., Inc., Edison, NY, USA), con

una excentricidad de 2.5 cm, operado a 200 rpm.

12. Determinacieén del peso seco de la materia fermentada (Gg)

En las fermentaciones sélidas, el peso seco de 1la
materia fermentada (sustrato + biomasa + productos) era
obtenido luego de su secado a 60°C hasta peso constante. No
obstante, en los cultivos sumergidos, donde era posible

separar la biomasa del resto de la materia fermentada, 1la
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suma de los pesos secos de ambos componentes proporcioné el

valor de Gs'

13. Determinacion de la biomasa en las fermentaciones selidas

Debido a que en este tipo de fermentaciones se hace
prActicamente imposible separar la biomasa fdngica del resto
de la materia fermentada, se procedidé a estimar la biomasa en
forma indirecta, en base a medidas de N-acetilglucosamina,
utilizando el método de Ride y Drysdale (1972). Sin embargo,
dado que el contenido de N-acetilglucosamina en las esporas
es diferente que en el micelio, se hizo necesario corregir
los valores de N-acetilglucosamina obtenidos al hacer 1las
determinaciones a partir de la materia fermentada global.
Para esto era necesario conocer ademds el peso de una espora
Yy el recuento total de esporas en la muestra analizada. Asi,
para el cAlculo de la concentracién de biomasa se utilizé la

siquiente expresién:

X = [R Mg (G,-G.) + G)/Gp
donde:
X = g de biomasa/g de materia fermentada
R = N° de esporas/g de materia fermentada
G = mg de glucosamina/g de materia fermentada
Mg = peso de una espora (9)
G, = mg de glucosamina/g de micelio

Ge = mg de glucosamina/g de espora
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Los par&metros My Yy G, fueron determinados a partir
de esporas obtenidas de cultivos de M. anisopliae sobre
granos de arroz (Alves, 1986). Las esporas fueron separadas
del resto de la materia fermentada utilizando un tamiz de

trama 200 y secadas a 60°C hasta peso constante.
13.1. Determinacien de Mg

A partir de muestras de esporas, de peso
conocido, se prepararon suspensiones utilizando Tween 80 al
0.1% en agua destilada. Estas suspensiones fueron sometidas a
tres pulsos de sonicacién, con una duracién de dos segundos
por pulso, usando un sonicador Megason (Ultrasonic
Instruments International Ltd., Farmingdale, NY, USA),
operado a la ma&xima potencia. Esta operacién permitia
disgregar pequeRos grumos sin causar la ruptura de las
esporas. Seqguidamente se procedié a realizar el recuento,
utilizando una cdmara de Neubauer, lo que permitié determinar
la relacién peso de esporas/N° de esporas y por ende el valor

de Me'
13.2. Determinacien de Ge

A partir de muestras de esporas, de peso conocido,
se procedié a la determinacién de G, mediante el método de

Ride y Drysdale (1972).
13.3. Determinacien de Gp

Para la determinacién de G, se utilizé micelio

proveniente de cultivos de M. anisopliae en medio CA,
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desarrollados en erlenméyeres, tal como se indica en (11). El
micelio fue cosechado como se indica en (14), y 1la
determinacién de N-acetilglucosamina se efectué sobre
muestras secadas a 60°C hasta peso constante, empleando el

método de Ride y Drysdale (1972).

14. Determinacien de la biomasa en los cultivos sumergidos

La determinacién de biomasa en cultivos sumergidos,
utilizando el medio CA, se efectué por pesada. El micelio fue
cosechado por filtracién de volYimenes conocidos de cultivo a
través de filtros Whatman N° 1 prepesados. El micelio fue
lavado con dos voldmenes de agua destilada y secado a 60°C

hasta peso constante.

15. Medida del grado de esporulacien

Para la evaluacién del grado de esporulacién, 1la
totalidad de 1la materia fermentada correspondiente a cada
cultivo, era resuspendida en 25 ml de Tween 80 al 0.1% / g de
materia seca inicial. Las suspensiones eran agitadas durante
10 minutos usando una barra magnética y luego filtradas a
través de un tamiz de trama 50. El proceso se repitié dos
veces, Yy los filtrados colectados se juntaron. Luego se
procedié a hacer el recuento de esporas mediante el uso de

una camara de Neubauer.
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16. Analisis de la composicien elemental de la biomasa

Los contenidos de carbono, hidrégeno, oxigeno,
nitrégeno y cenizas de la biomasa fueron determinados tal
como se indica en (4). Los andlisis fueron realizados por
separado en muestras de esporas y micelio, las cuales fueron

obtenidas segdn el procedimiento descrito en (13).

17. Medida del consumo de O, y produccien de co,

En las fermentaciones en sustrato sélido con aireacién
forzada, la fraccién molar de CO, era determinada en 1los
gases de salida de cada columna utilizando un analizador
Horiba PIR-2000, (Horiba Instruments, Irvine, California,
USA), acoplado a un registrador-integrador Spectra-Physics
SP-4270, ( Spectra-Physics, San Jose, California, USA). La
fraccién molar de O, era determinada mediante el uso de un
analizador Beckman OM-14 (Beckman Instruments, Inc. Schiller
Park, Illinois, USA).

La corriente de gases a ser analizada se haclia
pasar, a través de una pequefRa columna empacada con Dehydrite
(Arthur H. Thomas Company, Philadelphia, USA), para retener
la humedad. Las determinaciones eran hechas al mismo caudal
de salida de la columna, siempre que éste no sobrepasara 1los
30 L/h. En aquellas circunstancias en que el caudal a la
salida de la columna era superior a dicho valor, el exceso
era derivado al ambiente a través de una valvula colocada
entre la salida de gases de la columna y 1la entrada al

analizador.
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Las velocidades de consumo de oxigeno y produccién de
diédxido de carbono fueron calculadas separadamente, mediante
la diferencia entre la velocidad a la que cada gas ingresa al
fermentador y la velocidad a la que sale del mismo, de

acuerdo con las siguientes expresiones:

ro, = ¢; (Y005 - ¢, (¥0y), (1)

X X

C, = Caudal (L/h) a la entrada del fermentador
C, = Caudal (L/h) a la salida del fermentador
(XOZ)1 = Fraccién molar de O, en el aire de entrada
(on)2 = Fraccién molar de O, en los gases de salida
(XCOZ)1 = Fraccién molar de CO, en el aire de entrada

(XCOZ)2 = Fraccién molar de CO, en los gases de salida

No obstante, por conveniencia desde el punto de vista
préactico, C, era expresado en funcién de C,/ para lo cual se
recurrié al hecho de que el nitrégeno del aire no interviene

en el proceso, en cuyo caso:

c; (*Ny)y = ¢y (*Ny), (3)

donde (XN2)1 Y (XN2)2 son las fracciones molares de nitrégeno
en el aire de entrada y los gases de salida respectivamente.
Asi, las ecuaciones (1) y (2) modificadas para los fines de

cdlculo fueron las siguientes:
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o), (’%2),
X X X X
10, o), i, 1-(‘05),-( @y, -0,

)

o, = 'c1‘x"z’1

X X
0, @y,
100,y o, 1o,y - ho,

&)

oo, = c1("u2).I

donde:

1 X X
Wy = 1-Cay), -y -, ©®

siendo (xﬂzo)l Y (XH20)2 las fracciones molares de H,O0 en el
aire de entrada y los gases de salida respectivamente. E1
valor de (XHZO)1 era calculado a partir de la presién de
vapor de agua a la temperatura de funcionamiento del sistema
de humectacién (Apéndice); mientras que el de (XHZO)2 era
considerado cero, ya que, tal como se mencioné anteriormente,
los gases eran secados antes de ser analizados.

Debido a que el caudal (C,) era expresado en L/h, rO, y
rco, calculadas, también estaban expresadas en L/h (en las
condiciones de presién y temperatura de los sistemas de

humectacién y condensacién).

18. Medida del consumo de azucares

Tanto en los cultivos en sustrato sélido como en
los sumergidos, el consumo de azdcares (reductores) se
calculdé por diferencia entre el contenido inicial y final,
luego de la digestién de las muestras respectivas con

amiloglucosidasa SIGMA grado II (A-7255), de acuerdo con el
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procedimiento descrito por Raimbault (1980). El1 contenido de
azdcares reductores en cada muestra fue determinado por el

método del Acido dinitrosalicilico (DNS) (Miller 1959).

19. Medida de los cambios de volumen de los espacios 1libres
en el seno de la materia fermentada

Los cambios de volumen de los espacios libres
(poros) en el seno de la materia fermentada, fueron medidos
durante el desarrollo de los procesos fermentativos en
sustrato sélido con aireaciédn forzada, siguiendo una
estrategia similar a la empleada en la determinacién de
voldmenes de exclusién en cromatografia de gases. Para ello
se aplicaban pulsos periédicos (cada 12 horas) de CO, en la
corriente de gases a la entrada de cada columna y se median
los respectivos tiempos de retencién (ty), utilizando un
registrador-integrador Spectra-Physics SP-4270 (Spectra-
Physics, San Jose, California, USA), acoplado a un analizador
Horiba PIR-2000 (Horiba Instruments, Irvine, California,
USA). Cada medida de t,. estuvo acompanada de la respectiva
medida de caudal. Asi, el volumen de espacios libres o

volumen intersticial (V;) fue calculado mediante:

V; (L) = t,. (h) x Caudal (L/h)
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RESULTADOS Y DISCUBION
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DISENO DE MEDIOS8 DE CULTIVO EN BASE A SUBPRODUCTOS I
DE LA INDUSTRIA ARROCERA

Componentes basicos y ajuste del contenido de agua.
Efecto de la actividad acuosa inicial sobre la esporulacien
Efecto de la cascara de arroz sobre la esporulacien.

El medio MAC como alternativa en la produccieén de esporas de
M. anisopliae.

Componentes basicos y ajuste del contenido de agua.

Una de 1las principales ventajas que ofrecen las
fermentaciones en estado sélido es la posibilidad de usar
medios de cultivo relativamente simples, en lo que a su
elaboracién se refiere. Estos, en su expresién mads sencilla
consisten en uno o mAs componentes sélidos (cereales, pulpa
de madera, tubérculos, ralces, etc.) hidratados. No obstante,
dependiendo de 1los requerimientos nutricionales del
microorganismo wutilizado, puede hacerse necesaria su
suplementacién con sales, factores de crecimiento, etc.

En la formulacién de los medios sélidos utilizados en el
presente trabajo, se partié de afrecho de arroz como
componente bAsico (medio MA), el cual fue suplementado con
cdscara de arroz para dar origen al medio MAC. En ambos casos
se procedidé a fijar el grado de hidratacién, compatible con

el crecimiento y esporulacién de M. anisopliae.
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Se determinaron las isotermas de adsorcién de agqua
correspondientes a cada componente (afrecho y cascara) por
separado, y a una mezcla de ellos en proporcién 1:1 (Fig.
1.1).

Cada conjunto de datos experimentales fue sometido a un
andlisis de regresién no lineal, con el objeto de probar 1la
bondad de ajuste de varias ecuaciones de dos parAmetros
(Tabla 1.1), reportadas previamente para describir las
isotermas de adsorcién de agua de una amplia variedad de
productos alimenticios (Iglesias y Chirife 1982).

Tabla 1.1 Eaumciones erpleadas en el ajuste de isotenmas de adsorcién
de agm en alimentos (lglesias y Chirife, 1982).

Ecuecién Referercia
In (178, = A B (Bradley 1936)
8, = opC-A ) (Malsey 1548; Iglesias et al 1975)
1-a, = opt-Axh) (Herderson 1952)
ln[x*(xz*xn's)v% =8 8, * A (Iglesias y Chirife 1978)
X = B[a‘/(1-aw)] +A (Iglesias y Chirife 1981)
x = (B/ln a)+ A (Labuza et al. 1972)
X = A[a‘/ﬂ-a“))B (Oswin 1946)
x=A-8 ln(1-au) (Smith 1947)

(x) es el contenido de humedad (X en base seca) en todas las
ecusciones, excepto en la de Snith, en la cual se puede expresar
tanto en base seca com himeds.

0‘0.5) es el contenido de humedad para 8z 0.5

A y B son parametros estadisticos, usados en la descripcién de las

isotermas.
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Se demostrdé que la ecuacién de 8mith fue la que mejor

se ajustaba (r>0.995), siendo para el medio MA:

wCc = - 0.00746 - 9.7651 1ln (1 - a,) (1.1)
para el medio MAC:

wc = 3.8977 - 6.8077 1n (1 - a) (1.2)
Yy para la céscara:

wc = 2.6636 - 6.5589 1n (1 - a_) (1.3)

En base al correspondiente andlisis de 1la varianza
(tabla 1.2), resulta evidente, por el valor de F observado,
qgque una porcién altamente significativa de la varianza de we
queda explicada por la regresidén sobre a,,;, cuando se aplica
el modelo de Smith.

Tabla 1.2 Anélisis de la varianza de la regresién de wc sabre 8, al aplicar el modelo de Smith a
los datos experimentales.

Componente Fuente de sC GL CM F
variacien

Afrecho Modelo 11270.310 2 5635.155 1124.000
Error 35.094 7 5.013

Afrecho + Modelo 5348.841 2 2674.421 684.824

cascara Error 27.337 7 3.905

(1:1)

Cascara Modelo 3062.025 2 1531.012 513.098

Error 8.951 7 2.983

SC = sum de cuadrados
4 = cupdrados medios
GL = grados de libertad
El correspardiente limite unilateral de F al nivel del 1% de prabebilidad es 9.55.
Las ecuaciones (1.1), (1.2) y (1.3), representadas

grdficamente en la Fig. 1.1, fueron usadas para calcular los

contenidos de agua, a los cuales debian ser preparados los
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medios MA y MAC (este dltimo con una relacién afrecho-cAscara
de 1:1), para proporcionar valores de actividad acuosa
inicial en el intervalo 0.835-0.999. En este intervalo se
ubican los valores de a,, minimos para el crecimiento de una
gran cantidad de hongos filamentosos (Corry 1978).

A partir de las isotermas descritas por las ecuaciones
1.1 y 1.2 se deduce que 1los valores de actividad acuosa,
incluidos en el mencionado intervalo, pueden ser alcanzados
en el medio MAC, con un contenido de agua inferior al
requerido para el medio MA; llegando a ser las diferencias

del 17%, para valores de a, cercanos a 0.999.
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Actividad acuosa (aw)
Fig. 1. Isotermas de adsorcién de ague, ajustadas por las ecuscianes (1.1), (1.2) y (1.3),

correspadientes a: medio MA (a), medio MAC (b) y cascara (c). El contenido de céscara en
el medio MAC fue de SOX (en base seca).

Este hecho tiene implicaciones practicas importantes, pues
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indica que el agregado de <c4scara incrementa la
disponibilidad de agua en el medio de cultivo.

Como es sabido, durante las fermentaciones sélidas
ocurren pérdidas de agua por evaporacién, como consecuencia
de la disipacién de calor metabélico (Sato et al. 1982;
Narahara et al. 1984). Los efectos de estas pérdidas
(desecacién) pueden ser contrarrestados en parte, si 1los
medios de cultivo se preparan con contenidos de humedad
inicial altos. No obstante, cuando se usan sustratos
amilAceos, cuya capacidad de retencién de agqua es por 1lo
general relativamente baja (Fleming et al. 1974; French
1984), resulta dificil 1lograr 1los niveles de humedad
requeridos, sin que el medio de cultivo se torne en una

pasta, con la consecuente reduccién en el volumen de 1los

Tabla 1.2 Capacidad de retencién de agus del afrecho y la cascara de arroz.

g H,0 %
2 (en base humeda)
g
Afrecho 1.566 ¥ 0.052 61
Cascara 1.074 ¥ 0.071 51

* Peso del material en base seca.

espacios libres interparticula. Esta situacién se puso de
manifiesto cuando se prepard el medio MA, a valores de
actividad acuosa superiores a 0.997, pues los contenidos de
agua requeridos (>60% en base hémeda) superaban la capacidad

de retencién de agua del afrecho (Tabla 1.2). Sin embargo, el
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agregado de 50% de cAscara (en base seca) permitiéd reducir el
contenido de agua a 47-50% para los mencionados valores de

a ademds de proporcionar un notable incremento en el

W’
volumen de los espacios libres interparticula, tal como 1lo
sugiere la diferencia en densidad aparente entre los medios
MA y MAC (Tabla 1.3).

La suplementacién de medios de cultivo con soportes
lignocelulésicos (relativamente inertes), con alta capacidad
de retencién de agua, ha sido propuesta como una forma
alternativa de asegurar condiciones adecuadas de humedad en

fermentaciones en estado sélido de sustratos amildceos (Sato

et al. 1982; Oriol et al. 1988).

Tabla 1.3 Dersidad aparente de los medios de cultivo MA y MAC.

Medio Contenido
de de Densidad?
cultivo cascara aparente

(% en base seca)

MaP 0 0.527

t 0.012

MacP 50 0.243 t 0.014
mac® 4 41.6 0.253 t 0.006
45.4 0.268 t 0.007

55.5 0.245 t 0.018

62.5 0.250 t 0.010

(a) Valores promedio de 9 repeticiones

(b) El valor de activided acuosa estimado fue 0.998

(c) El contenido de ague fue de 47X (en base htmeda)

(d) Las variacianes en el contenido de cascara, entre 41.6 y &2.5X, ro produjeran
diferencias significativas en la dersidad aperente, al nivel del 5X de probabilidad,
de acuerdo con el procedimiento de Tukey.
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Efecto de la actividad acuosa inicial sobre la esporulacien

Se evalué la respuesta esporulativa de las cepas E¢ Y
BJ-1110 en fermentaciones sélidas sin aireacién forzada,
llevadas a cabo con los medios MA y MAC, preparados a
distintos valores de actividad acuosa.

El m&ximo grado de esporulacién (1.8 x 1010 Yy 0.5 x
1010 esporas/g de afrecho inicial, para Eg y BJ-1110
respectivamente) se observd con el medio MAC a valores de ay
inicial comprendidos entre 0.997 y 0.999 (Fig. 1.2), poniendo
en evidencia el requerimiento de altos niveles de
disponibilidad acuosa. No obstante, cuando se utilizé el
medio MA, la respuesta esporulativa éptima tuvo lugar en un

intervalo mas amplio de a,.

1E11
.Té .‘,A-‘-A
‘g 1 E1 O 1 .-‘-—.——.-.'.'.'.'.f‘.\_.
— / A -A-A
O
£ Y T f T
o 1E9 T N A Y
| .
Y
o
o 1E8 ¢+
~
8 g MA 0—e@
B 1674 y BJ-1110 MA 0O—O
5} BJ—1110 MAC A—A
L Eg MAC A—A4

1E6 } } t {

0.975 0.980 0.985 0.990 0.995 1.000

Actividad acuosa inicial (aw)

Fig. 1.2 Respuesta esporulativa de las cepas E6 y BJ1110 de M. anisoplise, en los medias
MA y MAC preparados a distintas actividades acuosas iniciales. El contenido de céscara en
el medio MAC fue 50X (en bese seca).
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Se ha establecido que el valor minimo de a, para el

w
crecimiento de hongos filamentosos es una caracteristica
especie-especifica (Pitt 1975). Sin embargo ese valor puede
ser alterado como consecuencia de variaciones en las
propiedades fisicoquimicas del medio de cultivo, incluida 1la
disponibilidad de nutrientes (Corry 1978).

Tomando en cuenta el efecto dilutorio de la cé&scara,
resulta evidente que la concentracién de nutrientes solubles
es mads alta en el medio MA que en el medio MAC. Esto explica
la marcada disminucién en el limite inferior de a, éptimo
observado, ya que la capacidad de adaptacién a valores bajos
de a, puede ser ganada en presencia de altos niveles de
solutos, o perdida en su ausencia (Scarr 1968).

Al permitir ser operado dentro de mArgenes mAs amplios
de a, iniciales, el medio MA se presenta como mas flexible
que el medio MAC, en relacién a los requerimientos hidricos
de M. anisopliae. Sin embargo, bajo condiciones éptimas de a,,
inicial, los rendimientos alcanzados en el medio MAC,
expresados como esporas/g de afrecho inicial, fueron dos
veces superiores (Fig. 1.2). Estas diferencias tendrian que
ser analizadas en el marco de 1los mdltiples factores que
limitan el crecimiento de hongos filamentosos en sustratos
sbélidos, aspectos que ser&n tratados en detalle mas adelante.
No obstante, dadas las diferencias en estructura entre ambos
medios, generadas principalmente por la presencia de c&scara,

pareciera que algunos factores tales como disponibilidad de

espacios para el crecimiento (Laukevics et al. 1985) y/o
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limitacién en la transferencia de gases (Moo-Young et al.

1983) deberian estar involucrados.
Efecto de la cascara de arroz sobre la esporulacien

Una de las propiedades que caracteriza a la céscara de
arroz es su extramadamente baja digestibilidad, adn luego de
su tratamiento a elevadas temperaturas (De Lhoneux et al.
1988). Est4& constituida principalmente por fibra cruda vy
silice (Hawkey 1974), presentdndose este dltimo componente
como una estructura sélida sobre la epidermis y como un
sistema disperso en su interior (De Lhoneux et al. 1988).

En ensayos preliminares, realizados en nuestro labora-
torio, se demostré que M. anisopliae no puede crecer sobre
cAscara lavada y autoclavada sin el agregado de nutrientes vy
factores de crecimiento (datos no mostrados). Esto sugiere
que los requerimientos nutricionales para el crecimiento de
M. anisopliae en el medio MAC son aportados principalmente

por el afrecho, cuya composicién se muestra en la Tabla 1.4.

Tabla 1.4 Carposicién del afrecho de arroz.

Constituyente Contenido
(% en base seca)

Extracto no nitrogenado 57.72
Fibra cruda 8.00
Proteinas 14.44
Lipidos 8.93
Cenizas 10.91
* Calculado camo N x 6.5

total
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Asi, la cascara actuaria como un soporte relativamente
inerte, dA&ndole al medio de cultivo propiedades fisicas
caracteristicas, tales como una alta relacién superficie/vo-
lumen y la generacién de espacios libres interparticulas, que
facilitarian la transferencia de gases.

Tanto la cantidad de cé&ascara (H), como su contenido
porcentual en base seca (h), en el medio MAC, fueron
evaluados en relacién a la respuesta esporulativa de la cepa

BJ-1110.

Tabla 1.5 Efecto de la caAscara sobre la respuesta esporulativa de la ceps BJ-1110 en el medio MA.

H
5 g 10 g 15 g
h(%) esporas h(%) esporas h(%) esporas
totales totales totales
x 1010 x 1010 x 1010
45.4 3.95 A 45.4 7.48 A 55.5 6.43 A
41.6 3.80 A 50.0 5.93 AB 62.5 6.09 A
50.0 3.15 A 41.6 5.44 BC 45.4 4.29 B
55.5 2.49 A 55.5 5.25 BC 50.0 3.30 BC
62.5 2.27 A 62.5 3.92 C 41.6 2.41 C
X=3.13 C %X=5.60 A %=4.50 B

H = cantidad de céscara; h = contenido de cascara (% en base seca); X = media.

Los valores dentro de cada colume (pramedio de tres repeticiones), que estén seguidos de la misma letra, mo son
significativamente diferentes de acuerdo con el procedimiento de Tukey (P< 0.05). Las medias entre las columas son
significativamente diferentes de acuerdo con el mism procedimiento.

El contenido de agm inicial fue 47X (en base himeds).
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La produccién de esporas totales fue afectada
significativamente cuando se varié H, alcanzdndose los més
altos valores de recuento (5.6 x 1010) con 10 g de cdascara
(Tabla 1.5). Sin embargo, el correspondiente andlisis de 1la
varianza demostré la existencia de interaccién significativa
entre H y h, lo que indica que el efecto de las variaciones
en el contenido de cAscara dependié de la cantidad de cé&scara
usada. Para bajos valores de H (5 g), no se observaron
diferencias significativas en la produccién de esporas
totales al variar h. Sin embargo, para valores de H m&s altos
si se observaron diferencias significativas, alcanzandose la
maAdxima produccién a valores de h de 45.4%-50% y 55.5%-62.5%,
para 10 y 15 g de cdscara respectivamente.

El medio MAC como alternativa en la produccien de esporas de
M. anisopliae.

En base a los resultados anteriores se decidid usar el
medio MAC, constituido por 10 g de afrecho y 10 g de cé&scara
(H=10g y h=50%), para medir la respuesta esporulativa de
otras cepas de M. anisopliae.

Tabla 1.6 Respuesta esporulativa de varias cepas de Metarhizium anisopliae en medio MAC.

Cepas
Rendimiento® 15.3 A 12.0B 9.3 B 6.1 C 5.9 D 5.8 D
Viabilidad (%) 99 88 99 98 97 85

* Esporas/g de afrecho inicial (x 10v). Los valores medios (basados en ocho repeticiones), que estén seguidos de la
misme letra, o san significativamente diferentes, de acuerdo con el procedimiento de Tukey (P< 0.05). El medio de
aultivo contenfa 10 g de afrecho + 10 g de cascara, a ue actividad acuosa inicial estimada en 0.998.
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Los rendimientos alcanzados con las cepas Eg, Ajq, A4,
MT y M fueron satisfactorios, comparados con el
correspondiente a la cepa BJ-1110 (Tabla 1.6). Estos,
expresados como esporas/g de afrecho inicial variaron entre
5.8 x 102 y 15.3 x 1010, dependiendo de la cepa usada.

En la actualidad, los métodos de produccién de esporas
de M. anisopliae a gran escala, mAs difundidos, se basan en
la fermentacién de granos de arroz; obteniéndose rendimientos
de alrededor del 10% de masa fdngica (0.1 g de masa féngica/g
de arroz), lo que equivale a 10° esporas/g (Alves 1986).

Es evidente que los rendimientos alcanzados con el
medio MAC, referidos a la unidad de masa de sustrato, son de
5 a 15 veces superiores. Si se considera a su vez que el
valor comercial del afrecho y la c&scara, al tratarse de
subproductos es ma&s bajo que el del arroz, resulta bastante
atractivo el uso del medio MAC! en el desarrollo de procesos
fermentativos a gran escala, para la produccién de esporas de

M. anisopliae.

N i
! En todo el desarrollo qe sigue, salvo que se indiqe lo contrerio, la relacién afreco: céscars en el medio MAC es 1:1
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FACTORES LIMITANTES DEL CRECIMIENTO 2

Cconsideraciones teeoricas.
Crecimiento en caldo CA.
Crecimiento en los medios MA y MAC.

variaciones en los selidos iniciales, manteniendo cons-
tante la densidad aparente.

Vvariaciones en la densidad aparente, manteniendo cons-
tantes los s6lidos iniciales.

Cconsideraciones teoricas

En fermentaciones aerobias, 1la bioconversién del
sustrato (transformacién del sustrato en biomasa y productos)
va acompafada, por lo general, de una disminucién en el peso
de la materia fermentada (Levonen et al. 1983; Laukevics et
al. 1984; Yadav 1987). Si esta pérdida de peso es expresada

en base hé@meda, su magnitud (AGp) estarifa dada por:

AGL = (Gh) - (Gh) o (2.1)

donde (Gp) Y (Gh,) o representan los pesos hé@medos de la
materia fermentada, al final y al inicio del proceso
respectivamente (Fig 2.1). De manera equivalente, 1la
magnitud de AG, puede ser estimada mediante la diferencia en
peso entre los componentes, que durante el crecimiento
ingresan al sistema (oxigeno fundamentalmente) y 1los que

egresan del mismo (diéxido de carbono, agua y otros productos
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metabédlicos volAtiles), pudiéndose expresar de la siguiente

manera:

AMSrl = 15()2 - 15(132 = Z&E" - VquJD (2 .2)

donde A0, es el peso del oxigeno consumido y ACOZ, AP’ y
Wyip SOn respectivamente los pesos de diéxido de carbono,

productos volatiles y agua liberados del fermentador.

AOZ vlih

(Gy)o %n

(Peno himedo nl tiempo "o) (Pemo himedo a) tiempo t)

W, .
hid
Lo,

(6, G

8
(Poso seco al tiempo t.) (Pero seco al tieceopo t)
(G), = S ! Xo ¢ P, G, =S+ X+ D
L1 SUSTRATO — |
] BLONASA

L—{""] eronucros

Fig. 2.1 Representaciétn esquemitica de un proceso fermentativo serdbio.
Ao2 = ax{geno consumido; Amz = dixido de carboo prodrido; AP’ = prodixctos wvolAtiles formedos; Hhid = agmB
corsumida pera la hidrélisis de almidon; Umt = aguB producide por metabol ism; = agus liberads al arbiente desde el
fermentador; oG, = pérdida de peso h¢medo; AGS = pérdida de peso seco.

“lib
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Cuando AG se expresa en base seca, su magnitud ( AGg)

estaria dada por:

NGy = (Gg) - (Gg)o (2.3)

donde (Gg) Y (Gg), representan los pesos secos de la materia
fermentada, al final e inicio del proceso respectivamente. En
este caso, al hacer el balance de los componentes que
ingresan y egresan del sistema (Fig 2.1), debe considerarse
el incremento en peso debido al agua que se consume para la
hidrélisis de polisacaridos (Wy;p,), Y la disminucién en peso
debida al agua que se genera por metabolismo (Wp.¢)- Asi,AGs

podria expresarse como:

AGS =Ao2 + Whig -Aco2 - Whet - AP’ (2.4)

Haciendo un balance de materia al tiempo t se obtiene:
SotXotPot AO5+  Wpig = SHX+P’+ ACO,+ Wy e+ AP’ (2.5)

Reordenando:

DO, +Wh g = (5-85)+(X=Xg) + (P-Pg) +ACO,+Wp o +AP’ (2.6)

La ecuacién (2.6) puede ser reescrita como:

Aoz + Whig = AS + AX + AP + Aco2 + Wpet + AP’ (2.7)
donde: As = (S-S,) representa el peso de 1los sélidos
consumidos; AX = (X-Xg) v AP = (P-P,) representan

respectivamente los pesos secos de la biomasa producida y los
productos no volAtiles formados.
Sumando (2.4) y (2.7) se obtiene:

NG, = AS + AX + AP (2.8)
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Asi{, la magnitud de la pérdida de peso seco de la materia
fermentada puede obtenerse del balance entre el peso de los
sélidos consumidos y el peso de la biomasa y de los productos
metabélicos no volatiles formados.

Tanto en fermentaciones sélidas como en sistemas
sumergidos, cuando se usan medios de cultivo de naturaleza
compleja, es de esperar que alguno de sus componentes pueda
llegar a ser limitante del crecimiento; bien sea porque se
agota o porque deja de estar disponible o accesible
(Moo-Young et al. 1983; Laukevics et al. 1984).

Como ya fue establecido, S, representa el peso total de
los sélidos constituyentes del medio de cultivo. Si se
incrementa el valor d<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>