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RESUMEN

El objetivo de éste trabajo es disefiar un bioreactor adecuado para escalar la produccién de
la enzima lignina peroxidasa (LiP) en cultivos sumergidos del hongo Phanerochaete
chrysosporium. Se estudiaron tres bioreactores con diferentes caracteristicas. El primer
biorreactor es de tipo tanque con agitacion orbital y neumatica; los otros dos son tipo
columna de burbujeo de una sola etapa que difieren en su material de elaboracién (vidrio
o polipropileno). La produccién de la LiP se logré en los tres fermentadores, pero el sistema
que mostrd la mayor rata de produccion de LiP, es el biorreactor de vidrio tipo columna.
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SUMMARY

The aim of this work is to design a bioreactor suitable to scale the production of the enzyme
lignin peroxidase (LiP) in submerged cultures of the Phanerochaete chrysosporium fungus. Three
bioreactors with different characteristics are designed. The first biorreactor is a tank-type
one with orbital and pneumatic agitation and the other two are column-type reactors
(built with glass or polypropylene) with single-stage bubble agitation. Production of LiP is
obtained in the three fermentators, but the glass column type bioreactor showes the highest
LiP production rate.
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INTRODUCCION

Las enzimas son catalizadores biolégicos
que hacen posible el funcionamiento de la cé-
lula en condiciones ambientales moderadas.
Desde el punto de vista tecnolégico, las enzimas
catalizan la transformacién de materias primas
a productos con valor agregado, con elevada
especificidad y alta eficiencia en la conversién
sustrato-producto. Las enzimas son proteinas y
estan clasificadas dependiendo del tipo de reac-
cién que catalizan en oxidoreductasas,
transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas y

ligasas. (Rodriguez, 1996).

Hay algunos factores decisivos en la selec-
cién del microorganismo fuente de produccién
de una enzima. El primero es que el microor-
ganismo sea capaz de dar una alta produccién
de enzima en el menor tiempo posible de fer-
mentacién. En segundo lugar es importante que
las enzimas sean extracelulares; se prefieren
porque su aislamiento es relativamente simple
comparado con el costoso proceso de desinte-
gracién de las células que hay que realizar para
obtener enzimas intracelulares. Adicionalmen-
te, las cepas no deben producir sustancias toxi-
cas, deben generar la menor cantidad posible
de subproductos interferentes y crecer en nu-
trientes econémicamente viables. Si para la pro-
duccién de la enzima se requiere de un cofac-
tor, éste debe estar presente en el medio de cul-
tivo (Prive et al, 1987).

La mayorfa de las enzimas son producidas
en cultivos sumergidos en fermentadores tra-
dicionales. Los factores mas importantes en la
tecnologia de obtencién de enzimas son: la po-
sibilidad de alimentacién automdtica con algu-
nos de los constituyentes del medio que se van
agotando durante la fermentacién y el control
automadtico de los parimetros de la fermenta-
cién (Meyrath and Bu’Lock et al, 1977).

Las condiciones Optimas para la cepa selec-
cionada deben ser determinadas experimen-
talmente; esto se lleva a cabo primero a escala
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de laboratorio y se utilizan frecuentemente cul-
tivos agitados. Sin embargo, éstos tienen la des-
ventaja de que sus valores de pH y la concen-
tracién de oxigeno disuelto normalmente no
pueden ser controlados. Consecuentemente,
s6lo la temperatura, la composicién de la solu-
cién de nutrientes y la suplementacién de sus-
trato éptimas para los cultivos puede ser deter-
minada. La optimizacién del pH y la concen-
tracién de oxigeno disuelto en el medio son ge-
neralmente llevadas a cabo en pequenos reac-
tores en el laboratorio, los cuales deben poseer
un control de pH y si es posible, una medida de
la velocidad de agitacién y del flujo de gas
(Prive et al, 1987).

El basidiomiceto Phanerochaete chrysosporium
es un hongo filamentoso que produce durante
su metabolismo secundario, bajo condiciones
limitadas de nitrégeno o carbono un gran na-
mero de enzimas oxidativas que se encuentran
en el fluido extracelular; entre estas enzimas se
encuentra, la lignina peroxidasa (LiP), la man-
ganeso peroxidasa (MnP) y la lacasa (Jiménez
y col, 1999), Bajo condiciones adecuadas de
temperatura, O,, agitacién y pH; estas enzimas
pueden producir a partir de maltiples sustra-
tos, entre ellos el polivinil alcohol (PVOH),
compuestos de origen natural que tienen un
valor comercial importante como el benzalde-
hido (Finch et al, 1992) o la vainillina (Mejia et
al, 2002). Ademdis, estas enzimas extracelulares
obtenidas del hongo son de gran importancia
por su alto poder oxidante y su capacidad para
degradar muchos compuestos recalcitrantes
como clorolignina, pesticidas, colorantes entre
otros (Kiick, 1995 y Cameron et al, 2000).

En la produccién de enzimas en biorreacto-
res a partir de hongos filamentosos, la forma
del micelio es importante porque determina el
consumo de nutrientes, la aireacién y el rendi-
miento. El micelio filmentoso demanda mis en
la fermentacién que el micelio en forma de pe-
llets. La forma de pellet es preferida porque tie-
ne menores requerimientos energéticos y por-
que es facil de remover en los procesos de recu-
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peracién (Meyrath and Bu’Lock et al, 1977, Ji-
ménez et al, 1997).

El modo de operacién de un reactor depen-
de sustancialmente de la estabilidad de la cepay
por lo tanto sélo las cepas que son lo suficiente-
mente estables pueden ser usadas en fermenta-
ciones continuas. Las condiciones de operacién
son decisivamente afectadas si el organismo es
aerobio o anaerobio. En el cultivo de organis-
mos acrobios, siempre debe estar disponible una
cantidad adecuada de oxigeno disuelto en el
medio y como ésta a veces es muy baja debe ser
suplido continuamente.

Para la seleccién de un biorreactor se deben
tener en cuenta requerimientos funcionales y
econdémicos:

Requerimientos funcionales:

¢ Debe existir una alta trasferencia de masa li-
quido/gas.

* Es necesaria la formacién de interfaces li-
quido/gas, pero sin problemas de espuma.

* Debe haber una adecuada relacién de las fa-
ses dispersadas (gaseosa, liquida o sélida).

* Se requiere una transferencia de calor razo-
nable.

* Para que haya un adecuado control del vo-
lumen de flujo, se deben evitar las zonas
muertas y las mezclas de alta viscosidad.

* Se debe prevenir la agregacién, pero sin da-
far el microorganismo.

Requerimientos econémicos:

* Economia, robustez y disefio mecidnico sim-
ple.

* Facil de operar bajo condiciones asépticas.

¢ Buen entendimiento de las caracteristicas de
escalado.

* Flexibilidad razonable con respecto a los re-
querimientos de varios procesos.
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* Operacién estable bajo condiciones de fluc-
tuacién en el proceso.

* Bajo poder especifico de consumo. (Meyrath
and Bu’Lock et al, 1977)

Con el fin de aumentar la produccién de la
enzima LiP obtenida en investigaciones reali-
zadas anteriormente a escala de laboratorio
(Mejia, et al, 2002; Lépez et al, 1999; Jiménez 'y
col, 1999), se propone escalar el proceso en
volumenes de 1 litro. Buscando encontrar el
sistema mds adecuado de crecimiento del hon-
go y la produccién de la enzima, se realizaron
varias fermentaciones tipo bach o discontinuas,
con diferentes tipos de biorreactores, en culti-
vos sumergidos del Phanerochaete chrysosporium.

MATERIALES Y METODOS

Bioreactores: Se realizaron seis experimen-
tos para los que se disefiaron 3 tipos de
biorreactores (véase figura 1) con diferentes
caracteristicas, que se describen en la tabla 1.

Figura 1. 1. Biorreactor tipo tanque. 2. Tipo
columna de burbujeo de una sola etapa
(polipropileno). 3. Tipo columna de burbujeo
de una sola etapa (vidrio).
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Tabla 1. Caracteristicas de los biorreactores utilizados en los diferentes experimentos.

Caracteristicas

Biorreactores

Ensayo1y2 Ensayo 3y 4 Ensayo 5y 6
Tipo Tanque. Columna de burbujeo | Columna de burbujeo de
de una sola etapa®. una sola etapa.
Material Vidrio Polipropileno de Vidrio Pyrex®
mediana densidad
Capacidad 4 litros 2 litros 1.5 litros
Diametro 16 cm 8cm 6cm
Altura 25cm 40 cm 60 cm
Agitacion Orbital’ — neumatica Neumatica Neumatica

Difusor de aire

Aireador de asa
interna de salida

Membrana polimérica

Membrana de vidrio

mltiple? porosa ® porosa ’
Control de Antiespumantes Dispositivo mecanico® Dispositivo mecanico
espuma
Volumen de aire 300 mL / min? 300 mL / min 750 mL / min ®

inyectado

En un agitador orbital Heidolph Unimax 2010 a 150 rpm durante el primer ensayo y a 80 rpm en el segundo.
(Luisy col, 1994), de 7 cm de didmetro y 23 de altura, ubicado 2 cm por encima de la base del fermentador.
Aire estéril suministrado por 4 bombas de aire Elite 799 pump.

4 (Prive et al, 1987).

Ubicada en la parte inferior del biorreactor, de 7cm de didmetro, y que termina cénicamente hasta un tubo de vidrio
de 1 cm de didmetro por el cual entraba el aire.

Para el control de la espuma se utilizé un método mecinico ubicado en la parte superior del biorreactor, que estaba
conformado por un motor Matsushita SF80 Fan Motor de 12 V'y 125 mA de 1200 rpm y por un ¢je de 30 cm de
largo, que transmitfa la fuerza de rotacién a un aspa de pasta dura situada a 2 cm por encima de la superficie del
liquido.

Se hicieron ensayos para seleccionar el ¢je mis adecuado con tubos de plistico, de cobre y de vidrio; y con aspas tipo
hélice de tres y cuatro palas, y se eligi6 finalmente como mejor opcién el eje de vidrio de 8 mm de didmetroy el aspa
tipo hélice de cuatro palas para los ensayos siguientes.

Para el acople del aspa con el ¢je se realizaron varias pruebas. Inicialmente se utilizé un tornillo adherido al ¢je que
pasaba por el centro del aspa retenida por 2 tuercas. Posteriormente se realizé con un pegante extra fuerte, y
finalmente con silicona en barra que fue la opcién elegida para posteriores ensayos.

Ubicado en la parte inferior del biorreactor, de 4 cm de didmetro y una extensién cénica, que termina con un tubo
de vidrio de 6 cm de largo y 1 cm de didmetro para la entrada de aire.

Aire estéril proporcionado por 2 compresores para acuario Elite 802 Pump.

*  Enlaparte superior de los biorreactores se acoplé un tapén de caucho adaptado para la toma de muestras y la entrada
del aireador para los ensayos 1y 2; y para la entrada del ¢je en los cuatro ensayos siguientes.
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Esterilizacién de los biorreactores: an-
tes del bioproceso, los bioreactores se trataron
con una solucién de hipoclorito de sodio al
0.25% por 48 horas; luego se trataron con una
solucién de fenol al 3% por 15 minutos, poste-
riormente con una de etanol al 70% por 15 mi-
nutos y finalmente fueron enjuagados con 500
mL de agua estéril. Los aditamentos para la en-
trada de aire y el control de espuma se esterili-
zaron de manera similar.

Elaire inyectado se pasé previamente por fil-
tros de 0.45 mm estériles.

Todos los experimentos fueron realizados con
un volumen de 1 litro de fluido de expresién, a
temperatura ambiente y con control del pH.

Microorganismo y condiciones de cul-
tivo: Se wutiliz6 la cepa Phanerochaete
chrysosporium BKM-F-1767 (ATCC 24725) re-
plicada en medio YMPG, el cual contiene por
cada 100 mililitros: extracto de levadura 1 g,
extracto de malta 1 g, peptona bacteriolégica 0.2
g, glucosa 1 g, asparagina 0.1 g, KH PO, 0.2 g,
MgSO,.7H,O 0.1 g; tiamina clorhidrato 1 mg
y agar 2 g. Se esterilizé y se colocé en cajas de
Petri estériles; la cepa se replicé sobre este me-
dio e incubd a 37°C por 5 dias y se mantuvo a
4°C (Tien et al, 1983; Glenn et al, 1983).

Composicion del medio de expresion
enzimatica: Se prepar6 el fluido de expresion
enzimatico que contenifa por cada 100 mililitros:
glucosa 1 g; tartrato de amonio 0.02 g; KH,PO,
0.2 g, MgSO,.7H,0 0.05 g; CaCl,.12H,0 0.01
g; Tween 80 0.05 g; tiamina HCI 0.1 mg; alco-
hol veratrilico 2,5 mM y solucién de elementos
traza 7 ml. Un litro de la solucién de elementos
traza contiene: acido nitriloacético 1,5 g;
MgSO,.5H,0 3 g; NaCl 1 g; FeSO,.7H,O 0,1
g; CaCl,.2H,0 0,1 g; ZnSO,.7H,O 0,1 g;
CuSO,.5H,0 0,01 g; AIK(SO,).12H,0 0,01
g; HBO, 0,01 g; Na,MoO,.2H,0 0,01 g;
CoS0,.7H,0 0,1g.)

Se le adicion6 0.1 % p/v de PVOH de peso
molecular nominal entre 20.000 y 180.000 g/
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mol, con un grado de hidrélisis del 99.5 %. El
fluido se llev6 a pH 4.5 con solucién reguladora
de tartrato de sodio 20 mM (Penninckx y
Jiménez, 1996).

Preparacion de la solucion de esporas:
Al biorreactor estéril se le adicionaron 1000 mL
de fluido de expresion esterilizado por filtracién
a través de filtros de 0.45 mm, y una suspen-
sién de esporas de la cepa recién replicada en
tween 80 al 0.1 % hasta una concentracién fi-
nal entre 15x10* y 20x10* esporas/ml (Jiménez

et al, 1997).

Actividad enzimaticay seguimiento del
bioproceso: Durante los seis ensayos se toma-
ron muestras dos veces por dia, las cuales fue-
ron filtradas por 0.45 mm. Se le realizaron los
siguientes andlisis:

- Alicuotas de 2 mL del filtrado se llevaron a
pH=2 con solucién de HCI 6 N, se extraje-
ron con acetonitrilo-diclorometano (90:10)
y a una alicuota de los extractos orginicos se
les realizé un scan entre 400 y 200 nm en un
espectrofotémetro Cary 50 Bio UV-Visible.
Se compararon con scans realizados a solu-
ciones estandares de vainillina, acido
vainillinico y alcohol veratrilico.

- A una alicuota de las muestras filtradas se les
determiné actividad enzimitica de la
ligninoperoxidasa (LiP) modificando el mé-
todo descrito por Jiménez y col (1999). Se
mezclé entre 200 y 500 uL del fluido
extracelular en una cubeta de cuarzo de
900uL, se adiciond entre 300 y 600uL de bu-
ffer de tartrato de sodio 0.150 M de pH 3.0
necesarios para completar S00uL, dependien-
do de la cantidad usada de fluido; se adiciond
50uL de alcohol veratrilico 10 mM y se inicid
la reaccién con la adicién de 50pL de peréxido
de hidrégeno (25uL en 25uL recientemente
preparado), monitoreando inmediatamente el
cambio en la absorbancia a A=310 nm. La
cantidad de LiP requerida para oxidar 1 mmol
de alcohol veratrilico por minuto se define
como una unidad. El coeficiente de
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absortividad molar es £=9300 M cm™. Tam-
bién se podria monitorizar la actividad de la
LiP con el método descrito por Arora et al

(2001).
Pruebas especificas para cada ensayo

Para los ensayos 1y 2: Se tomaron 10.0 ml
de muestra del biorreactor dos veces al dia du-
rante 15 dfas para el ensayo 1y 27 dias para el
ensayo 2. Las muestras se filtraron por mem-
brana de 0.45 pm prepesadas y se determiné el
peso seco del micelio secando los filtros
prepesados a 40 °C en estufa de vacio hasta peso
constante.

Al terminar los ensayos, todo el contenido
del biorreactor fue filtrado, se llevé a pH= 2
con HCI 6 N, y se extrajo con acetonitrilo-
diclorometano (90:10), los extractos organicos
se rotacvaporaron a 50 °C y se les realiz6 un
scan entre 400 y 200 nm.

Para los ensayos 3 y 4: Se tomaron 5.0 mL
de muestra del biorreactor dos veces al dia, du-
rante 11 dfas para el ensayo 3 y durante 23 dfas
para el ensayo 4; se les determino la turbidez

por UV-VIS a 650 nm.

Para los ensayos 5 y 6: Se tomaron 5.0 mL
de muestra dos veces al dfa, durante 13 dias para
el ensayo 5 y durante 35 dias para el ensayo 6.

El tiempo de duracién de cada ensayo se de-
terminé de acuerdo a los cambios que se iban
presentando en el biorreactor (aparienciay olor
del fluido de expresién, estado del hongo, re-
sultados obtenidos, etc.) con los cuales se con-
cluy6 la viabilidad de cada ensayo.

Alicuotas del ensayo 6 fueron precipitadas
con metanol grado reactivo, pasadas por filtros
especiales para solventes orginicos de 0.45 um
previamente pesados. Al residuo se le realizé un
espectro IRTF en un Spectrum RXI FT-IR
System Perkin Elmer, con el fin de observar los
cambios en la estructura del PVOH .
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RESULTADOS Y DISCUSION

En los ensayos 1 y 2 donde se utilizé6 un
biorreactor con un gran didmetro y se empled
agitacién orbital, se observé que el hongo cre-
ci6 en forma de pellets. Algunos de ellos tenfan
un gran tamafo, dificultando la toma homo-
génea de muestras. Por tanto, la biomasa re-
presentada en estas muestras no era homogé-
nea y por ello los puntos en los grificas de cre-
cimiento dan muy variables, pero en general
presentan una tendencia creciente.

Comparando los dos ensayos realizados en
este biorreactor, los pellets del primero fueron
mds pequenos y por tanto mds susceptibles a la
desintegracién debido a la alta agitacién orbital
usada (150 rpm); en el segundo ensayo se dis-
minuy6 esta velocidad a 80 rpm para evitar este
problema, ya que la morfologia y el tamano del
hongo depende en gran parte del tipo de agita-
cién y de su intensidad (Podgornik et al, 2001).
En este segundo experimento los pellets obte-
nidos fueron de mayor tamafo y mas homogé-
neos. Las curvas de crecimiento respectivas se
observan en la figura 2.

Curvas de Crecimiento

Masa fliingica (gramos)
o
o
N
|

—e—Ensayo 1
—-a—- Ensayo 2
0 T T T T T |

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (dias)

Figura 2. Curvas de crecimiento obtenidas
como peso seco del micelio a partir de
alicuotas de 10 ml de fluido.

En cuanto a la actividad de la LiP, la maxima
actividad enzimatica se observé el dia 16 para el
primer ensayo (18.00 U/l) y el dia 23 para el
segundo ensayo (24.96 U/l). Sin embargo la
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actividad tuvo mucha variacién durante el tiem-
po de experimentacién, que pudo deberse al ta-
maio de los pellets, ya que a mayor tamano,
menor superficie de contacto y de intercambio
de oxigeno con los nutrientes y aumenta la difi-
cultad para la liberacién de los metabolitos al
medio extracelular, entre ellos la enzima. Tam-
bién debido a las caracteristicas del biorreactor,
no se logré un intercambio adecuado ni homo-
géneo del aire con el fluido de expresién, ya que
por su amplitud las burbujas no alcanzaban a
distribuirse por todo el tanque ni tenfan tiempo
suficiente para la transferencia del oxigeno, por-
que el aireador estaba ubicado muy cerca de la
superficie del liquido. Ademais por problemas
ocasionados por el exceso de espuma que gene-
ra demasiados puntos muertos en las paredes
del biorreactor y puede provocar problemas de
pérdida de biomasay de fluido y generar conta-
minacién. Y por tltimo debido a la ineficacia de
los antiespumantes ya que al poco tiempo de
adicionados permitian de nuevo la formaciéon
de gran cantidad de espuma.

Para los ensayos 3 y 4 se modificé el tipo de
biorreactor, porque el usado en los dos prime-
ros por su amplio didmetro y por su forma, te-
nfa muchos puntos muertos, no permitfa una
buena superficie de intercambio entre las bur-
bujas de aire y el medio liquido y por tanto se
presentaba una oxigenacién deficiente de los
pellets. En este modelo de biorreactor con un
didmetro mas reducido, no se utilizé agitacion
orbital, porque se supone que no tendra los pro-
blemas descritos previamente, ya que el sumi-
nistro de aire es suficiente tanto para la oxige-
nacién del medio como para mantener una agi-
tacion homogénea del mismo. Se monitored el
aumento en la turbidez como método indirec-
to para determinar el crecimiento del micelio,
debido a que el cambio de forma del biorreactor
y el tipo de agitacién originaron un crecimien-
to sin pellets. No se logré obtener una correla-
cién entre el crecimiento del micelio y la turbi-
dez, debido tal vez a las variaciones en el flujo
de aire inyectado ocasionado por frecuentes in-
terrupciones eléctricas, y la falta de agitacion
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neumatica durante las interrupciones permitié
la adhesién del hongo a la membrana porosa,
lo que condujo a perdida de turbidez del medio
y por lo tanto no se observé una tendencia de
crecimiento lineal.

Para el tercer y cuarto ensayo, el polipropileno
del biorreactor, los aditamentos utilizados para
el control de la espuma (ejes, tuercas, tornillos)
y la membrana polimérica porosa (hechos con
materiales no inertes) interactuaron con el
medio, produciendo cambios en sus caracteris-
ticas fisicas y quimicas, que se observaron en el
cambio del olor, la morfologfa y color del micelio
y del fluido y se confirmaron en los anilisis de
actividad enzimadtica y en los barridos UV-VIS.
La mixima actividad enzimitica se observé al
noveno dia con valores de 6.36 U/l y 9.46 U/1
respectivamente. La actividad tuvo mucha va-
riacién durante el tiempo de experimentaciéon
posiblemente porque al estar el micelio adheri-
do a la membrana porosa situada en la base del
biorreactor y crecer en forma filamentosa, la
superficie de intercambio entre el hongo vy el
medio fue muy pequena dificultindole la toma
de nutrientes, lo que se reflejé en un crecimien-
to més lento, en una menor produccién de
biomasa (Meyrath and Bu’Lock et al, 1977) y
en una menor liberacién de LiP.

Para los ensayos 5 y 6 se disei6 otro tipo de
biorreactor mis inerte para evitar los problemas
descritos anteriormente, al cambiarse los mate-
riales poliméricos y metalicos por materiales de
vidrio. En este sistema ademis, se mejoré la ai-
reacién del medio al aumentarse el volumen de
aire inyectado de 300 mL/min a 750 mL/min. Al
tener éste un didmetro menor que el modelo
anterior, la columna de liquido es mayor permi-
tiendo mis tiempo de intercambio entre las bur-
bujas y el medio, mejorando asi la oxigenacién y
garantizando una agitacién neumdtica mas ade-
cuada sin tantos puntos muertos.

En la morfologfa de crecimiento del hongo
no se observaron cambios significativos con re-
lacién a los observados en los ensayos 3 y 4, por-
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que bisicamente ambos biorreactores eran del
tipo columna de burbujeo de una sola etapa 'y su
difusor de aire era una membrana porosa que
permiti6 la fijacién del micelio sobre ella, lo que
origind un crecimiento aglomerado filamentoso.

En cuinto a la actividad de la LiP obtenida
en los ensayos 5y 6 (véase figura 3), la maxima
concentracién de esta enzima se observé al cuar-
to dia (10.79 U/1) para el ensayo 5 y al dia 30
(43.22 U/1) para el ensayo 6.

Actividad de la LiP

40 -

30 -

20 -

Actividad (U/L)

—>—Ensayo 5

—e—Ensayo 6

0 5 10 15 20 25 30 35
Tiempo (dias)

Figura 3. Actividad de la enzima
ligninoperoxidasa.

En este modelo de biorreactor la actividad
enzimatica fue mis estable y aument6 gradual-
mente, pero el metabolismo secundario del hon-
go se retrasé (maxima actividad de la LiP el dia
30) si se compara con los resultados obtenidos
en otros estudios (Alzate y col, 2001) donde la
maxima actividad enzimitica se presentd entre
el octavo y el décimo dia de los experimentos.
Elaumento del tiempo del metabolismo prima-
rio se debid al desarrollo del micelio en forma
aglomerada, porque con esta morfologia el hon-
go sélo crece en los extremos de los filamentos;
la toma de oxigeno y nutrientes es menor y esto
se refleja finalmente en una baja tasa de creci-
miento (Meyrath and Bu’Lock et al, 1977).

En ninguno de los scan realizados en los en-
sayos 1a 5, se pudo observar sefiales caracteris-
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ticas que determinaran la presencia de vainillina
o de 4acido vainillinico; sélo se observaron picos
caracteristicos del alcohol veratrilico y algunos
corrimientos de los mismos.

Para el ensayo 6, en los scan obtenidos, se
observé un aumento progresivo de bandas
caricteristicas que indican la formacién de com-
puestos fendlicos (a A=280y 310 nm) que re-
sultaron a partir de la biodegradacién del
PVOH. (Véase figura 4).

L e e

Figura 4. Anilisis por espectroscopia UV
entre 250 y 400 nm caracteristicos de com-
puestos fendlicos.

E1 PVOH al servir como sustrato de la LiP,
estabiliz6 el sistema permitiendo un aumento
gradual de la produccién de la enzima durante
todo el ensayo. La utilidad del PVOH como
sustrato se comprobd por IR, donde se obser-
v6 el cambio en la longitud e intensidad de sus
bandas caracteristicas, que evidencian modifi-
caciones en la naturaleza quimica del polimero
especialmente una disminucién de los grupos
—OH por la oxidacién de los mismos, la for-
macién de grupos carbonilo y de insaturaciones
C=C, similares a las descritas con mis detalle
en un estudio anterior realizado por Alzate y

col (2001).
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CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos hasta ahora, permi-
ten concluir que el escalamiento del proceso
exige un cuidadoso disefio del biorreactor, con
el control estricto de todas las variables, ya que
los resultados obtenidos fueron diferentes en los
6 ensayos realizados.

Por la factibilidad econémica que tiene el
biorreactor utilizado en los ensayos 5y 6 y por
la estabilidad en la produccién de la LiP obser-
vada en el ensayo 6, se puede concluir que de
los tres sistemas disefiados, este es el mas ade-
cuado para continuar estandarizando las varia-
bles y optimizando el proceso para mejorar la
obtencion de la LiP.

Para tratar de mejorar la produccién de la
LiP, es necesario buscar acelerar el metabolis-
mo del hongo con el fin de aumentar su tasa de
crecimiento para que su produccién enzimatica
se inicie en el menor tiempo posible; esto se
puede lograr si se aumenta el drea superficial
de intercambio entre el micelio y el medio,
mediante la inmovilizacién sobre un material
sélido e inerte que permita mayor contacto en-
tre el hongo y los nutrientes del fluido de ex-
presién. Ejemplos de esta técnica fueron reali-
zados por Leatham et al (1995), G. Feijoo et al
(1994) y Couto et al (2001).
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