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Introduccion. En procesos biotecnol égicos, la viabilidad es un
factor que determina importantemente la produccién de
metabolitos y es particularmente critica cuando la biomasa se
usa como agente de control biolégico (1). La determinacién de
viabilidad en hongos filamentosos es compleja debido a su
naturaleza pluricelular.

En este trabajo se evalud la influencia de parametros
nutricionales y de proceso sobre el crecimiento y la viabilidad
del micelio de Trichoderma harzianum en cultivo sumergido.
La viabilidad se evalud con una técnica (2) que combina una
tincion fluorescente (con diacetato de fluoresceina) y andlisis
deimagenes.

Metodologia Los cultivos se desarrollaron en biorreactores de
14 L, equipados con turbinas Rushton (D/T = 0.3); 200 rpm. El
control de pH a 5.6 se reaiz6 con NaOH 2N, 0.5 vwm de
aireacion (inicial) con un difusor de punto. El medio de cultivo
“base” estuvo constituido de glucosa (30 g/L), sulfato de
amonio (0.94 g/L) y sales minerales. Estas condiciones se
modificaron para incrementar la concentracién de biomasa
(tabla 1). La viabilidad se evalu6 como en (2). La biomasa se
cuantificd por peso seco. La glucosa residual se determiné con
un método enzimético. La concentracion de amonio se
cuantificd por el método del indofenol (3).

Tablal. Esquema de procesos evaluados en términos de crecimiento

la viabilidad de Trichoderma harzianum.

M odificacion al mediode | Parametrosde proceso
cultivo “ base” modificados

A pH=3

B [A+Ext. delevadura(1.5g/L)

C |B+10g/lL glucosa(72h)

Proceso

D/T = 0.5, Control de pH
(5.6) con NH4OH, difusor
de anillo, incremento de
agitacion a 350 rpm (72 h)

Resultados y Discusion. H crecimiento de Trichoderma
har zianum como funcion del tipo de proceso se presenta en la
Fig. 1a. Lamayor concentracion de biomasa (13 g/L) se obtuvo
en e cultivo alimentado (proceso C), mientras que en el
proceso con medio rico (proceso B) y con medio minimo
(proceso A) solo se alcanzaron 9 y 2.5 g/L de biomasa,
respectivamente. De manera andloga, la viabilidad que present6
el micelio generado en los diferentes procesos fue
significativamente diferente (Fig. 1b). Los cultivos realizados a

pH de 5.6 (B y C) presentaron unaviabilidad superior al 80 % a
las 36 h de cultivo mientras que en el cultivo a pH 3 (proceso
A), la viabilidad fue sélo del 60 %. Los andlisis de glucosa y
nitrégeno inorganico demostraron que hasta las 60 horas de
cultivo no existieron limitaciones en estos nutrientes (datos no
presentados), por lo que las diferencias en viabilidad entre el
proceso A y los procesos B y C solo pueden atribuirse al pH
del medio de cultivo. Por otra parte, €l uso de impulsores més
grandes (mejor transferencia de oxigeno) y la adicion de
nutrientes (glucosay NH,OH) permiten explicar las diferencias
(de las 60 alas 84 h de cultivo) entre la viabilidad del cultivo
alimentado (proceso C) y ladel cultivo en medio rico (proceso
B). Posteriormente, un exceso en la concentracion de amonio
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Figura 1. Biomasa (a) y viabilidad (b) del micelio de T. harzianum
cultivado en diferentes esquemas de proceso.

Conclusiones. Las condiciones de cultivo afectan
importantemente la viabilidad del micelio de T. harzianum E
pH del medio de cultivo resultd ser un parédmetro critico en la
viabilidad del hongo. Con & meoramiento en el mezclado del
caldo de fermentacion y la adicién de glucosa y amonio al
medio de cultivo, se logré mantener la viabilidad arriba del 70
%, durante la fase exponencial de crecimiento del hongo.
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