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RESUMEN

En este trabajo se presenta la determinacion de la temperatura dptima en la produccion
de celulasas (PFasa), por una cepa de Aspergillus niger en fermentacion solida,
utilizando datos de un modelo cinético propuesto con anterioridad. Fue establecida la
dependencia de los 16 parametros cinéticos en funcion de la temperatura (en el intervalo
de 20 °C a 40 °C). En el caso de los pardmetros pmax Y Xmax, €l ajuste se consiguid con
calidad con los modelos de Rosso y de Ratkowsky respectivamente. El resto de los
parametros fue necesario ajustarlos con modelos de interpolacion culbica. La
dependencia de los parametros del modelo cinético con la temperatura permitié estimar
la temperatura y el tiempo de fermentacion optimo que maximizan la productividad, de
la produccién de proteina verdadera y de la actividad de las tres enzimas estudiadas,
estando la temperatura éptima entre 30°C y 32°C. Para la produccién de proteina
verdadera y CMCasa, el tiempo de fermentacion 6ptimo se sitda en 19 horas y 22 horas
respectivamente, pero para la produccién de PFasa es de 33 horas. La actividad proteasa
presenta varios maximos locales en cuanto a temperaturas dptimas que van desde 25 a
40 °C. Aungue los niveles de actividad maximos se sittan en 64 Ul/gus que es un valor
intermedio segun lo reportado en la literatura, el nivel de productividad en actividad
PFasa es el mayor encontrado (3,84 veces superior a la actividad promedio), al
compararlo con otros 20 reportes consultados desde el afio 2004.
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ABSTRACT

Determination of optimum temperature in the (PFasa) cellulase production, by a strain of
Aspergillus niger in solid fermentationis presented in this paper, using data from a
previously proposed kinetic model. Dependence of the 16 Kkinetic parameters with
temperature (in the range of 20 °C to 40 °C), was established. For pmax and Xmax
parameters, the adjustment was achieved using the Rosso and Ratkowsky models
respectively. Cubic interpolation models was needed to adjust the rest of Kinetic
parameters. The dependence of the kinetic model parameters with temperature allowed
the estimation of temperature and optimum fermentation time to maximize the
productivity in the production of true protein and the activity of the three studied
enzymes. As result, the optimum temperature rangeisbetween 30°C and 32°C. For the
production of true protein and CMcasa, the optimum fermentation time is located within
thel9 and 22 hours respectively, but for the production of PFasa, is 33 hours. The
protease activity presented several local maxima in terms of optimal temperatures ranging
from 25 to 40 °C. Although the maximum activity levels are 64 Ul/gqm, which, according
to literature, is an intermediate value, the level of productivity of PFasa is the highest
found (3.84 times superior to average activity), when compared with another 20 reports
consulted since 2004.

Key words: Cellulase, Aspergillus niger, solid-state fermentation, kinetics, modeling.

1. INTRODUCCION

En la actualidad, uno de los procesos mas prometedores para la produccion competitiva
de celulasas lo constituye la fermentacion en estado solido (FES). Varias son las ventajas
tecnoldgicas que se le atribuyen (Raghuwanshi y col., 2014). Una de estas, es que los
hongos filamentosos se expresan en plenitud productiva, quizas debido a que resulta ser
un medio semejante al que han tenido en la naturaleza. Dentro de los hongos filamentoso,
el género Aspergillus es uno de los mas ampliamente utilizados (Ahamed y Vermette,
2008; Santos y col., 2011).

Los modelos cinéticos para la produccién de celulasas son escasos en la amplia literatura
consultada por los autores, especialmente para procesos de fermentacion sélida, en la que
solo se ha hallado un trabajo con estos fines (Piret, 1959) mencionado trabajo presenta un
modelo cinético simple para describir la dindmica de la actividad de varias enzimas en un
crecimiento modélico del hongo en placas Petri. Como reconocen los autores, en el
modelo no se establecen relaciones matematicas con varias variables del proceso, todo lo
cual limita su aplicacién. Mientras que el modelo cinético propuesto por los autores de
este trabajo esta estructurado de forma que se tiene en cuenta la desnaturalizacion de la
enzima por la hidrolisis de las celulasa por las proteasas, y la inhibicién de las enzimas
debido al méaximo crecimiento del microorganismo, esto est4d dado, porque el
microorganismo cuando alcanza su maximo crecimiento ocupa todo su espacio vital y
deja de crecer. EI modelo cinético ajustado predice a la perfeccion la produccion de las
enzimas en el rango de temperatura de 20 a 40 °C.




Ledn-Revelo et al. / Centro Azlcar Vol 45, No. 3, Julio-Septiembre 2018 (pp. 1-13)

A todo esto, hay que agregar que en procesos enzimaticos de FES son ain mas escasos
los estudios dedicados a establecer la dependencia de los pardmetros cinéticos con la
temperatura. Esta dependencia es imprescindible para resolver los balances de masa y
energia que se plantean en el disefio de estos procesos de fermentacion, por lo que resulta
de gran interés establecer posibles modelos que faciliten esta tarea.

Se conocen varios modelos que describen el efecto de la temperatura sobre los
pardmetros cinéticos. Resulta dificil establecer a priori qué modelo describira mejor el
comportamiento de los datos experimentales. El analisis de la bibliografia mostré que,
dentro de los modelos méas usados para procesos de fermentacion sélida se encuentran
cinco modelos: el modelo de Rosso (Rosso y col., 1995), el modelo Ratkowsky
(Ratkowsky vy col., 1983), el modelo de Zwietering (Zwietering y col., 1991), el modelo
de Esener (Esener y col., 1983) y el modelo de Arrhenius (Levenspiel, 1999).

Partiendo de los resultados previos del ajuste realizado por los autores de un modelo
cinético de un proceso de FES celulolitico con una cepa de A. niger, en este trabajo se
defini6 como objetivo identificar la dependencia de los parametros cinéticos del
crecimiento y de la produccion enzimatica con la temperatura, con vistas a estimar la
temperatura y tiempo Optimo para la realizacion de este proceso productivo.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Modelo matematico del proceso

2.1.1. Modelo cinético de la actividad del hongo en el medio celulésico

El modelo cinético objeto de analisis fue el propuesto anteriormente (Ledn-Revelo, 2017)
para el crecimiento en medio solido de una cepa de Aspergillus niger. En el trabajo
previo fueron determinados, por ajuste no lineal, sus parametros cinéticos a cinco
temperaturas en el rango de 20°C a 40°C, los que se muestran seguidamente:

Tabla 1. Constantes del modelo logistico ajustadas en el proceso celulolitico de fermentacién
solida a temperatura constante usando una cepa de Aspergillus niger

Temperatura (°C) Hméx Xmax R®
20 0,1037 78,2959 | 0,9978
25 0,1276 102,8578 | 0,9497
30 0,155 127,3647 | 0,9808
35 0,1549 114,7012 | 0,9254
40 0,0703 53,1912 | 0,9889
Media 0,1223 95,2822 -
Desviacion Estandar | 0,0323 26,5479 -
CV (%) 26,3944 27,8624 -

Donde: pma- velocidad especifica de crecimiento, (h™). Xméx- concentracién maxima
del hongo, (g/kg ws). R* Coeficiente de correlacién del ajuste del modelo

Tabla 2. Constantes cinéticas asociadas a la sintesis de las celulasas en el proceso de
fermentacion solida a temperatura constante usando una cepa de Aspergillus niger

Temperatura (°C)

OpF

acmc

Qprot ﬂPF

ﬂCMC ﬂProt

20

2,6719

9,01

2,2975

0,0853

0,2941 | 0,0759
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25 3,2262 9,2084 | 2,4868 | 0,1033 | 0,3104 | 0,0858

30 2,4699 9,3568 | 1,3689 | 0,064 | 0,3251 | 0,0504

35 3,6083 9,3338 | 1,3292 | 0,0754 | 0,2295 | 0,0343

40 1,6452 | 11,4807 | 4,6907 | 0,0417 | 0,2906 | 0,1231

Media 2,7243 9,6779 | 2,4346 | 0,0739 | 0,2899 | 0,0739
Desviacion Estandar | 0,6731 0,9097 | 1,2222 | 0,0206 | 0,0326 | 0,0306
CV (%) 24,7071 | 9,4001 | 50,2018 | 27,9235 | 11,2562 | 41,4288

Donde: ape- Coeficiente de formacion de PFasa asociada al crecimiento, (Ul gpy™).
acmc- Coeficiente de formacion de CMCasa asociada al crecimiento,(Ul gpy™).
aprot- Coeficiente de formacion de proteasas asociada al crecimiento (Ul gpy™).
Brer. Coeficientede formacién de PFasa no asociada al crecimiento,(Ul h gpy™).
Bemc- Coeficiente de desactivacion de CMCasa no asociada al crecimiento,(Ul h™ gpy™).
Berot- Coeficiente de desactivacion de proteasas no asociada al crecimiento(Ul h™ gpy™).

Tabla 3. Otros parametros cinéticos asociados al proceso de fermentacion sélida a temperatura
constante usando una cepa de Aspergillus niger

Temperatura (°C) k1 K> aarr Parr Yxs Yp Y pe

20 13179 | 53331 | 4,40E-14 | 0,3247 | 4,6179 | 0,4501 | 04539

25 0,6546 | 5,5336 | 1,03E-08 | 0,398 | 4,8512 | 0,4608 | 0.4616

30 17485 | 10,695 | 3,10E-01 | 0.7211 | 5,0848 | 0,4936 | 0,4978

35 2.0818 | 6,4432 | 3,53E-01 | 0,8432 | 7,3371 | 0,6838 | 0,7008

20 0,4035 | 3,0877 | 2,29E-09 | 0,6902 | 59636 | 0,5777 | 05778

Media 14213 | 62186 | 01326 | 05954 | 55709 | 0,5332 | 0,5384

Desviaclon 1. 9140 | 24960 | 01630 | 0.1992 | 0,9936 | 0,0876 | 0,0923
Estandar

CV (%) 64.306 | 40,137 | 122,8912 | 33,4572 | 17,8354 | 16,430 | 17,1473

Donde: k;-Velocidad especifica de hidrolisis de PFasa por las proteasas,(Ulpr Ulprot
1).K,- Velocidad especifica de hidrélisis de CMCasa por las proteasas, (Uleuc Ulprot
YY.aupr-Coeficiente de formacién de ART asociada al crecimiento, (garr UI™Y).
Papr - Coeficiente de desactivacion de proteasas no asociada al crecimiento,(gart gpv
).Yxs- Rendimiento proteina verdadera/fibra bruta,(gev grs™).Yp- Rendimiento
Proteasa/Fibra bruta,(Ul ges™).Ype- Rendimiento PFasa/Fibra bruta,(Ul ges™)

2.2. Modelos para la dependencia de los parametros cinéticos con la temperatura
Los modelos empleados fueron cinco. Seran escritos en funcion del parametro pmax,
pero fueron aplicados a los 16 parametros identificados, con lo cual la interpretacion
fisica de pep (Parametro asintotico de los modelos de Rosso y Zwietering), cambia en
funcidn del pardmetro que sea ajustado respecto a la temperatura:
Modelo cardinal de Rosso (Rosso y col., 1995):
Mmax

(T - Tméx)(T - Tml'n)2 (1)

T(’)pt - Tmin)[(Tépt - Tml'n)(T - T(')pt) - (T(')pt - Tméx) (Tépt + Tmin - ZT)]

= uépt (

Modelo cuadréatico expandido de Ratkowsky (Ratkowsky y col., 1983):
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2
Hmax = [bl(T - Tmin){l — €xp (cl (T - Tméx))}] (2)
Modelo de Zwietering (Zwietering y col., 1991):

(T - Tml’n) (1 - eXP(Cz (T - Tméx)))

Mmax = Mopt (3)
(T(’)pt - Tml’n) (1 - EXP(CZ (T - Tméx)))
Modelo de Esener (Esener y col., 1983):
e %
UMax = AT——5,57 (4)
1+ Be W]
Ecuacion de Arrhenius (Levenspiel, 1999):
E
HMax = Ae_R_é (5)

Donde: T- Temperatura del medio sélido (°C). Tmax- Limite de temperatura maxima en
los modelos (°C). Tmin- Limite de temperatura minima en los modelos; 1, 2 y 3 (°C).
Tept- Temperatura Optima (°C). by~ Parametro de la ecuacion de Ratkowsky (C™* h%®).
C.- Parametro Ratkowsky (C™). C,- Pardmetro Zwietering (C™). A- Factor de frecuencia
de la activacion de la enzima (depende del pardmetro). Eai- Energia de activacion
(kd/mol). R- Constante universal de los gases (8,314 kJ mol* K™). Be- Factor de
frecuencia de la desactivacion de la enzima (depende del parametro). EA,- Energia de
desactivacion de la enzima (kJ mol™). Ea-Energia de activacion (kJ mol™)

Las unidades de los parametros de estos modelos se reportan en la literatura referenciada
y, sblo la de los modelos mejor ajustados seran reportados en este trabajo. Estos modelos
fueron escritos inicialmente para representar la dependencia de la velocidad especifica de
crecimiento maxima (Umax) con la temperatura. En este trabajo, sin embargo, la
existencia de esta relacion serd extendida a todos los pardmetros cinéticos. De esta
manera, el parametro pop, de las ecuaciones (1) y (3) se corresponde con el parametro
que se esté analizando, representado en estas ecuaciones por Hmax.

Cuando ninguno de estos modelos consiguié un ajuste con la calidad adecuada, la
dependencia del parametro especifico se hizo con polinomios cubicos de interpolacion.
En este caso, para obtener los coeficientes de este polinomio, se utilizo la funcién de
interpolacion de MATLAB: PCHIP (Piecewise Cubic Hermite Interpolating Polynomial)
(Fritsch y Carlson, 1980). La interpolacion se realiza con la funcion: PPVAL. Para mayor
informacion consultar las paginas de ayuda del programa MATLAB®, version: 8.3.0.532
(R2014a)

2.3. Identificacion de los parametros cinéticos asociados a la temperatura

Los parametros empiricos de las ecuaciones (1) a la (4) fueron identificados con los datos
estimados antes mostrados en las Tabla 1, tabla 2 y tabla 3, para las cinco temperaturas
estudiadas. Con este fin, el programa de ajuste fue elaborado en la plataforma de célculo
MATLAB. Para la identificacion de los parametros cinéticos se hizo uso de una
herramienta de ajuste no lineal multifactorial: Isqcurvefit. Esta funcién usa algoritmos
para resolver el problema de optimizacion en laque se minimiza la suma de cuadrados
medios de los residuos dada por:
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Y{(FUN(X,Xr) — Yyr)%} 6
. ©)
En este caso, en la ecuacion (6) el termino FUN(X, Xt) representa a un vector que

contiene las respuestas calculadas para el vector de la variable independiente (Xt) del
modelo dado por las ecuaciones (1) a la (5); para una combinacion dada de los
parametros del modelo, representados aqui por el vector (X) y N, el nimero total de
puntos experimentales. El término (Yyr) representa el vector o matriz que contiene los
resultados experimentales de las variables respuestas.
La eleccidn del mejor modelo se hizo con el grado de ajuste a los datos experimentales,
medido éste por la menor suma de cuadrados de los residuos, escogido de entre todos los
modelos analizados. Adicionalmente, fueron empleados el coeficiente de determinacién
(R?) y el coeficiente de variacion de los residuos (CVR, %) para analizar la calidad del
ajuste logrado por el modelo escogido.

, _ 2(Yexp; — Ycal;)?

Min: SCM =

= (7)
Y.(Yexp; — Yexpy)?
vSCM
CVR = =—— 100 (8)
Yexp

Donde: Yexpi- son los valores de cada variable respuesta, medidos experimentalmente,
Ycal; son los valores de cada variable respuesta, estimados por el modelo, Yexpw, €s la
media de los valores experimentales de la variable respuesta dada, SCM es la suma de
cuadrados medios asociada a cada variable respuesta.

2.4. Estimacion de la temperatura y el tiempo 6ptimos de fermentacion
2.4.1. Procedimiento de optimizacion
La determinacion de la temperatura y el tiempo optimos de fermentacion, segun el
criterio cinético de maxima productividad, se realizé con la herramienta de Matlab para la
optimizacion multifactorial, con restricciones: fmincon. La productividad en términos
generales se definié como:

Prd = fc(VRr — VR(t=o1)) (1 — Y§) %‘ 9)
Donde: VR 1 Y VR(=01) S0n las diferentes variables respuestas utilizadas como criterios
de productividad en un tiempo dado y para el tiempo cero; tpa es el tiempo anual
disponible para la campafia productiva (h afio™)tcp es el tiempo que dura un ciclo
productivo (h) y Ys, es la humedad del s6lido (gagua Jotal )
Se utilizaron cuatro criterios de productividad: se calculd la productividad en base a la
biomasa producida (proteina verdadera),en base a la actividad CMCasa, PFasa y proteasa,
que son las variables de mayor interés desde el punto de vista cinético para este proceso.
La optimizacion de la actividad proteasa puede mostrar informacion importante para el
disefio del proceso.
En el caso de la productividad de la biomasa el factor de conversion fc (1x107) se usa
para expresar la productividad en unidades de kilogramos de proteina, mientras que en el
caso de las actividades enzimaticas (fc=1x107) es para expresarla en millones de
unidades internacionales (MUI). En todos los casos la productividad se expresa por afo y
por kilogramo de medio total fermentado.
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Se tomo6 como tiempo disponible anual, el equivalente a 11 meses de 30 dias de trabajo
por afio y, como tiempo de un ciclo productivo (tcp), el correspondiente al tiempo de
fermentacion méas dos horas de tiempo auxiliar para carga, descarga, limpieza y
esterilizacion de biorreactor.

En futuros trabajos, estas variables podrdn ser establecidas en funcion de criterios
técnicos y econdmicos. No obstante, resulta de interés conocer los valores 6ptimos del
tiempo de fermentacién y de temperatura para este caso ideal isotérmico, pues servira de
paradigma a alcanzar durante el disefio del proceso. Nétese que la calidad del ajuste de
estos dos parametros queda soportada, no solo por el alto coeficiente de determinacion
(R?) sino también, por los bajos niveles del coeficiente de variacion medio de los
residuos.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Ajuste de los parametros cinéticos a la temperatura

El ajuste de los diferentes pardmetros mostré que sélo los parametros pmax y Xméax
consiguen un ajuste satisfactorio con los modelos de Rosso y Ratkowsky
respectivamente. La tabla 4 muestra los coeficientes identificados para estos dos casos.

Tabla 4. Constantes identificadas en el ajuste de la dependencia de los parametros cinéticos con
la temperatura en la produccion de celulasas con una cepa de A. niger

Parametro | Modelo | Tmax | Tmm | Topt | Mopt | b1 | ¢1 | R® | CVR(%)
HMMAx Rosso |41,25|-11,65 |33,10| 0,16 | --- | --- | 0,9976 1,28
Xméx Ratkowsky [ 43,91 | -3,99 | --- --- 10,38|0,15| 0,9958 1,81

En la ecuacion de Rosso y Ratkowsky los términos Twax Y Twmin SOn las temperaturas (°C)
en las cuales el parametro ajustado se hace cero. En la ecuacion de Rosso; Tt representa
la temperatura en la cual pvax se hace maxima. Obsérvese que el modelo de Rosso la
temperatura 6ptima de 33,1°C, valor éste que se sitla entre los reportados anteriormente
para el crecimiento de esta cepa. Seglun este modelo, a la temperatura 6ptima, la
velocidad especifica de crecimiento de esta cepa es elevada (Hwax=0,16 h™), si se
compara con las reportadas por (Shahriarinour y col., 2011) cuyos valores oscilan en un
rango de: 0,0041 a 0,0071 h%, para la produccién de celulasas con Aspergillus terreus.
Otros autores, (Saithiy col., 2016), reportan una Mz de sélo: 0,081 h™ para la
produccién de biomasa y enzimas con Aspergillus niger en FES.

En el modelo Ratkowsky el pardmetro b; es el coeficiente de regresion de la raiz
cuadrada de la velocidad de crecimiento versus la temperatura por debajo de la
temperatura Optima, mientras que c; es un pardmetro adicional que permite al modelo
representar los datos para las temperaturas por encima de la temperatura dptima. Estos
parametros tienen una funcionalidad mas matematica que fisica y su interpretacion carece
de interés metabolico.

El ajuste del resto de los parametros cinéticos de la Tabla 2 y de la Tabla 3, no pudo ser
alcanzada de forma satisfactoria con los modelos de las ecuaciones (1) a la (5).En estos
casos, la relacion matematica con la temperatura fue establecida satisfactoriamente
usando la funcidén cubica de interpolacion PCHIP de MATLAB. En estas circunstancias,
cada parametro ajustado expresa una matriz de 4x4 de coeficientes, lo cual, es un
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volumen de informacién muy elevado para ser incluido en este trabajo. Su reproduccion,
sin embargo, es muy simple y se puede obtener en MATLAB con la funcién antes
mencionada y los datos de las referidas tablas. Como se observa en esas tablas, estos
parametros muestran una sensibilidad notable con la temperatura y en muchos casos
muestran coeficientes de variacion (CV) mayores a 20 %.Los pardmetros ocme, Beme, Y xs,
Yr Y Ypr, muestran un CV mas moderado pues se encuentran en un rango de 9 a 20 %.
Estos pardmetros representan relaciones estequiométricas del modelo metabdlico ajustado
con anterioridad, tal como se desprende de la formulacién realizada. El sistema de
reacciones metabolicas es relativamente mas estable en un medio dado y su modificacién
solo ocurrird para valores extremos de las condiciones nutricionales y ambientales del
cultivo.

3.2. Validacidén del modelo con parametros dependientes de la temperatura

Una vez obtenidos los coeficientes para cada uno de los parametros, se simuld el
comportamiento de la fermentacién a las diferentes temperaturas que fueron usadas en el
experimento cinético. Los valores predichos con el modelo de pardmetros dependientes
de la temperatura fueron representados en la figura 1 junto con los valores
experimentales. Los valores del coeficiente de determinacion calculados para estos pares
de datos revelan la buena correspondencia entre estos.
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Figura 1. Validacion de los parametros cinéticos ajustados en dependencia con la temperatura:
(a) Ajuste a temperatura de 30 °C y (b) Ajuste a temperatura de 35 °C

También se obtuvieron buenos ajustes a las temperaturas de 20, 25 y 40 °C como muestra
la Tabla 5.La buena correlacion del modelo con los datos mostrados indica la posibilidad
de su uso para simular el comportamiento del proceso en el rango de 20°C a 40°C.

Tabla 5. Coeficientes de determinacion (R?) de la correlacion entre variables calculadas y
determinadas experimentalmente para las temperaturas: 20, 25y 40 °C

. R? asociado a las variables respuestas
Temperatura (°C)
PV ART FB PFasa | CMCasa | Proteasa
20 0,9934 0,8996 0,9701 0,7765 0,9968 0,9839
25 0,7801 0,9744 0,9435 0,9537 0,9875 0,9785
40 0,9857 0,6755 0,9253 0,9574 0,9489 0,9469

Donde: PV- Proteina verdadera. ART- AzUcares Reductores Totales. FB- Fibra Bruta.
PFasa- Actividad en papel de filtro. CMCasa- Actividad a carboximetil celulosa.

Proteasas- Actividad proteasa.

3.3. Estimacion de la temperatura y tiempo éptimo de fermentacion
Los resultados del célculo del tiempo y la temperatura Optima de fermentacion se
muestran en la Tabla 6 para las tres productividades antes relacionadas.
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Tabla 6. Resultados de la optimizacion de la produccion de celulasas basados en la productividad
calculada con el modelo cinético para el proceso de fermentacién sélida

con A. niger
Productividad asociada Tiempo | Temperatura ProdL,JcFividad
(h) (°C) maxima

Actividad PFasa (MUl a*kg™) 32,75 29,94 7,84
Proteina verdadera (kgpva kg™) 19,34 32,26 13,63
Actividad CMCasa (MUI a'kg™) 21,90 32,03 5,74
14,73 25,94 14,33

Actividad Proteasa (MUI a™* kg™ 15,3 33,35 12,57
14,09 37,80 14,43

Si se comparan los resultados para el tiempo y la temperatura para los tres primeros
criterios de optimizacion, se notara que en el caso de la PFasa el tiempo de fermentacion
se aleja bastante de los correspondientes a la proteina verdadera y la actividad CMCasa.
Este comportamiento se explica por la forma de la superficie de la productividad para
esta actividad mostrada en la Figura 2, dependiente del modelo cinético para esta enzima.
En este caso se observa un crecimiento casi monotono de la productividad con el tiempo,
por lo que se considera que el tiempo Optimo estimado es correspondiente a un maximo
local. Esto no sucede asi para la productividad en la proteina verdadera, Figura 2(b), y en
CMCasa, Figura 2 (c), las que presentan un claro punto maximo en el entorno mostrado
de sus superficies.Si la funcion objetivo fuera costo unitario de la enzima el escenario
seria diferente pues con el tiempo los costos totales se acumulan de forma que debe haber
un cambio mucho mas claro en el signo de la pendiente.

En estos tres casos las temperaturas muestran una evidente inflexion en la productividad
en niveles que van aproximadamente de 30 °C a 32°C para los tres criterios de
efectividad analizados. La temperatura es un factor muy influyente y selectivo en la
actividad de un microorganismo debido a su naturaleza catalitica. En este caso las tres
variables medidas estan asociadas al metabolismo primario de la célula, por lo que no es
de extrafiar que tengan temperaturas Optimas semejantes, en el rango éptimo reportado
para esta especie de hongo filamentoso.

La superficie de la actividad proteasa presenta un comportamiento totalmente diferente,
con tres zonas de maxima productividad (Figura 2d): una a 25,9°C, otra en 33,4°C vy, la
méas elevada a 37,8°C. Este comportamiento indica la existencia de tres tipos de
proteasas. En este trabajo, sin embargo, no se hizo una caracterizacion molecular de las
enzimas, por lo que no se pudo comprobar esta hipotesis.

En los tres casos antes mencionados, el tiempo en el que se alcanza la maxima
productividad proteasa esta entre 14 y 15 horas, un corto lapsus. La rapida acumulacién
de estas enzimas obedece a la necesidad de aprovechar las fuentes de nitrogeno proteico
que posee el medio de cultivo utilizado, que contiene extracto de levadura y el afrecho
cervecero, ricos en material proteico que son claves para el mejor desempefio de la célula
en su actividad vital.
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El comportamiento del sistema de enzimas celulasas puede funcionar bien si se controla
de forma adecuada la temperatura del proceso en el intervalo de 30°C a 32°C donde no
solo el crecimiento celular y la actividad celulasa se hacen méximos, (ver Figura2 a, by
C) sino que, ademas, la actividad proteasa tiene un extremo local minimo (Figura 2d).

3.4. Comparacion de los resultados en actividad PFasa con otros reportes en la
literatura

A partir de los datos proporcionados por Hansen (Hansen y col., 2015) que realiza una
revision bibliografia sobre la produccion de celulasas, se observa que el nivel optimo de
PFasa establecido en este trabajo, supera a 11 datos reportados por ese autor. Esos datos
se obtuvieron utilizando fermentacion sélida, con varias especies y géneros de hongos
filamentosos.

La productividad de PFasa resulta superior 3,84 veces respecto al promedio de
productividad de los trabajos consultados (Hansen y col., 2015). Lo que destaca en este
trabajo, no es tanto el nivel de actividad PFasa, que se sitta en un nivel medio, sino el
breve tiempo en que se alcanza. Esto demuestra una ventaja competitiva para este cultivo
pues, en casi 50 trabajos que se resefian (Hansen y col., 2015), el tiempo promedio de
fermentacion es de 6,2 dias y el valor que mas se repite (moda) es de 4 dias. Como el
tiempo del ciclo productivo es directamente proporcional al tiempo de fermentacion,
entonces, el proceso productivo de este trabajo produciria 7,44 veces mas enzimas que el
promedio de los procesos reportados en FES.
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Esto equivaldria a tener una actividad de 476,90 Ul gMS™, si su tiempo de fermentacion
fuera igual al promedio, y de 307,68 Ul gMS™, si su tiempo de fermentacion fuera igual a
la moda. Esta ultima actividad PFasa es 1,26 veces superior a la mas alta encontrada en la
literatura, segun la resefia que se realizo hasta el afio 2015 (Hansen y col., 2015).

4. CONCLUSIONES

1. Los pardmetros pmax Y Xmax S€ ajustaron su dependencia con la temperatura con
los modelos de Rosso y Ratkowsky y el resto de parametros se ajustd con
modelos polindbmicos empiricos.

2. La dependencia de los parametros del modelo cinético con la temperatura
permitio estimar la temperatura y el tiempo &ptimo de fermentacion, que
maximizan la productividad de la produccion de proteina verdadera y la actividad
de la enzima celulasas (PFasa y CMCasa), la temperatura Gptima esta entre 30°C
y 32°C., mientras que el tiempo de fermentacion Optimo se sitda en 19 horas para
proteina verdadera y 22 para la CMCasa, pero para la produccion de PFasa es de
33 horas.

3. La actividad proteasa presenta varios maximos en cuanto a temperaturas optimas,
el rango va desde 25 a 40 °C. Resulta interesante estudiar la actividad proteasa
con mas detalles en el futuro.

4. Aunque los niveles de actividad méaximos se sitdan en 64 Ul/gMS que le
corresponde un valor intermedio segun lo reportado en la literatura, el nivel de
productividad en actividad PFasa es el mayor encontrado al compararlo con otros
20 reportes consultados desde el afio 2004 (3,84 veces superior a la media).
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