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Resumen

Resumen

Los hongos filamentosos son organismos de gran importancia, ya que juegan
un papel importante en la nutricion de plantas y otros microorganismos, asi mismo
tienen un enorme potencial como plaguicidas de insectos en plantas, y son

empleados en la fabricacién de alimentos y productos farmacéuticos.

Debido a esto desde finales de los afos 60 se han desarrollado una serie de estudios
sobre el crecimiento y la ramificacion de hongos filamentosos en medios sélidos y
liquidos para su mayor entendimiento y control en procesos de fermentacién; en
dichos estudios se han desarrollado modelos para la optimizacion y disefo de
fermentadores, asi como modelos que describen el crecimiento fungico y como esté
se ve afectado por las condiciones ambientales. Algunos modelos describen de
manera simple la cinética de crecimiento con ecuaciones empiricas y otros mas
sofisticados describen la interaccién del crecimiento con la difusion de enzimas vy

generacion de productos metabolicos.

En el estudio tedrico-experimental realizado en esta tesis se investigo el crecimiento
de Aspergillus niger sobre una placa de agar enriquecida con glucosa, en donde se
observd que las propiedades morfométricas del microorganismo presentan una
relacion inversamente proporcional con la concentracion de glucosa inicial del
sustrato solido, y que este crecimiento se ve inhibido a concentraciones mayores a
200 g/L.

Se desarrollaron dos modelos matematicos que permiten la descripciéon del
comportamiento de crecimiento de Aspergillus niger; y la prediccion de los efectos
en los cambios de las condiciones iniciales del crecimiento. Ambos modelos acoplan
el transporte de nutrientes del medio sélido al crecimiento del hongo, utilizando
para ello una cinética logistica de crecimiento, que a diferencia de otras utilizadas en

la literatura contempla la concentracion de sustrato.

El primer modelo se emplea en la prediccion del crecimiento global de biomasa del

hongo y permite la estimacién de los parametros cinéticos de crecimiento; del




Resumen

mismo modo este modelo se emplea para llevar a cabo un estudio de la sensibilidad
paramétrica en el transporte de glucosa sobre el crecimiento microbiano. El segundo
modelo describe el crecimiento radial del micelio y permite la predicciéon de la
evoluciéon de la longitud radial de la colonia de hongo asi como de los perfiles de
concentracion de glucosa tanto en el medio solido como en el micelio en
crecimiento. Ambos modelos predicen adecuadamente los resultados experimentales

encontrados.
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Introduccion

Capitulo 1. Introduccion

1.1. Los hongos

Los hongos son organismos que constituyen un reino en la naturaleza, se
pueden encontrar en una gran variedad de formas y tamafios. Comprenden criaturas
formadas por una sola célula, como el caso de las levaduras, y por agregados
multicelulares tales como los champifiones y los mohos. Crecen en medio ambientes
ligeramente acidos y en sustancias con baja humedad. Los hongos basicamente son
estaticos, pero se diseminan formando esporas que viajan gracias a la accion del
viento y de la lluvia, o por crecimiento y extension de sus hifas. Absorben nutrientes
a través de su pared celular de la materia organica viva o muerta (plantas, animales)
sobre la cual crecen, de los nutrientes disueltos en el medio, o por secrecion de
enzimas que rompen los nutrientes mas complejos a formas sencillas para poderlas

absorber [1].

Los hongos son una materia fundamental en la nutricibn de plantas vy
microorganismos. Su importancia radica en que se encargan de la descomposicion y
el reciclaje nutrimental, ademas se nutren de los desechos de animales y, de
animales y plantas muertos. Se ha estimado que los hongos representan el 90% de la
biomasa total del suelo de los bosques, una gran cantidad de micelio de hongos es
alimento para un enorme numero de vertebrados e invertebrados entre los que se

incluyen insectos, acaros, moluscos y nematodos entre otros [2].

1.2. El uso de los hongos

Los hongos son, desde tiempos remotos, altamente empleados en la industria
alimenticia debido a que, las levaduras, los hongos filamentosos y las setas,
presentan un alto contenido de proteinas (20-30% de la materia seca), contienen en
sus paredes quitina, que es una fuente de fibra dietética; ademas contienen
vitaminas B, son bajas en grasa, y estan libres del colesterol. Asi mismo son usados

en procesos industriales de los que se derivan productos como el alcohol, la
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penicilina y el acido citrico, los cuales son los metabolitos mas importantes en el

mundo en términos de produccion [2].

Aunque, la penicilina sigue siendo un antibiotico importante, la mayoria de los
antibioticos que se utilizan hoy en dia se originan de las bacterias, sin embargo los
hongos producen algunos otros productos farmacéuticos utiles. La mayoria de los
esteroides de uso clinico son modificados usando hongos, los cuales realizan
transformaciones quimicas especificas, evitando asi hasta veinte o treinta pasos de
reacciones quimicas que serian imposibles, o demasiado costosos de producir por
sintesis quimica directa. Tienen un gran potencial de uso en areas de la
biotecnologia tales como: la biorremediacion de contaminantes organicos e
inorganicos; el biocontrol de organismos patdgenos en plantas; algunos hongos
patogenos pueden ser utiles para el control de plantas indeseables en la agricultura
[1,2].

1.3. Los hongos filamentosos

Una gran cantidad de los hongos existentes es denominada hongos
filamentosos o mohos, ya que presentan una estructura filamentosa en la fase
vegetativa a la que se denomina hifa [3-5]. En su mayoria los hongos filamentosos se
reproducen asexualmente; las células hijas se forman en el extremo apical de las
hifas, por lo que no se separan. Debido a esto se forman asexualmente esporas
unicelulares en hifas especializadas, que son de facil dispersion para su

reproduccién (Figura 1.1).

La identificacion de los hongos filamentosos radica fundamentalmente en su
morfologia. Estos hongos pueden crecer en cultivos sumergidos o en sustratos
solidos que presenten bajos niveles de humedad; son empleados de forma
importante en procesos en los que se lleva a cabo la fermentacién, tanto en cultivo
liquido como en sustrato sélido, debido a su capacidad fisiolégica y al tipo de

crecimiento de las hifas [6].
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Esporas

Esporangios

Figura 1.1. Reproduccion asexual de un hongo filamentoso.

1.4. Crecimiento hifal (crecimiento microscopico)

Las hifas son la forma caracteristica del crecimiento de los hongos
filamentosos; estas conectan a la enorme cantidad de células vegetativas que
constituye a estos microorganismos. Las hifas surgen a partir de una espora (Figura
1.2); de la germinacion de la espora resulta la formacion de un tubo germinal que
crece linealmente; eventualmente el tubo germinal se convierte en una hifa, y cuando
ésta ha excedido una cierta longitud se forma una nueva extremidad o rama a lo

largo de la hifa, dando por resultado un nuevo elemento hifal [7-10].

Figura 1.2. Secuencia de germinacion de una espora.

Las hifas son estructuras tubulares microscépicas, de diametro y longitud

caracteristicos, dependientes de la especie y las condiciones del medio; dichas

4
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estructuras tubulares se encuentran formadas por quitina como el componente
principal, que las hacen lo suficientemente fuertes como para abrir huecos a través

de la pared celular de las plantas y del duro exoesqueleto de insectos.

Axialmente la hifa puede estar dividida, segiun su composicion citoplasmatica de
organelos, en tres regiones principales: apical, subapical y distal (Figura 1.3.c).
Generalmente la hifa se encuentra delimitada por septos y la parte de la hifa entre el
apice y el primer septo es comunmente llamado compartimiento apical (Fig. 1.3.b).
En algunas especies la aparicion de un septo marca el inicio de una ramificacion,

aunque en un mismo compartimiento pueden existir varias ramas [9,11-13].

region
apical

< region

subapical

Figura 1.3. Tipos de hifas no septadas (a) y septadas (b);

regiones de una hifa (c).

La ramificacion es el mecanismo que permite el crecimiento exponencial de los
microorganismos filamentosos y junto con la extensién maxima hifal, determina la
tasa especifica de crecimiento y la morfologia de los elementos hifales [9, 14-15]. En
la actualidad el mecanismo de ramificacion no se ha entendido en su totalidad.
Diversos investigadores sugieren que la formacidon de las nuevas hifas esta regulada

por un sistema de produccion, absorcion y distribucion de vesiculas contenidas en
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los septos, que al ser acumuladas en regiones de la pared celular de los extremos o

septos de la hifa producen una ramificacion [11, 16-17].

Vesiculas

o Oo

Oo?j? Cuerpos
©9 apicales
O C oL

_ o oo

Figura 1.4. Acumulacion vesicular en el extremo de una hifa.

0000

1.5. Crecimiento micelial (crecimiento macroscopico)

Un micelio surge a consecuencia del incremento en las ramificaciones de las
hifas, lo que genera un aumento en el nimero de apices y produce el incremento de
la biomasa del hongo [13-14, 18]. El crecimiento a nivel micelial ocurre
esencialmente en la zona periférica del micelio; la forma y longitud maxima de
extension del diametro de esté, es funcion de las caracteristicas del medio en el que
se desarrolla (Figuras 1.5.a y b); por ejemplo, en cultivos liquidos las hifas originan
la formacion de aglomerados de varios elementos miceliales o hifales cominmente
[lamados pellets, cuya maxima extension depende de la disponibilidad de nutrientes
del medio, ya que si se excede la maxima concentracion tolerada se presenta la
inhibicion del crecimiento [12, 19]. Muchos investigadores se han dado a la tarea de
explicar la formacién, crecimiento y efectos del medio ambiente sobre el micelio,
mediante el estudio de su morfologia y el desarrollo de modelos que permiten
describir el comportamiento de su crecimiento tanto en cultivos liquidos como en
medios solidos (Figura 1.5.¢) [8, 18, 20-21].
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Figura 1.5. Aspergillus westerdijkiae medio sélido (a), pellet en cultivo liquido (b) y
simulacion de seis etapas del crecimiento micelial mediante un modelo

estocastico(c).

1.6. El hongo Aspergillus niger

Una de las especies de hongos filamentosos mas comunes es el género
Aspergillus. Este fue descrito por primera vez por Micheli en 1729, que lo denominé
con este nombre por su parecido con un "aspergillum" (instrumento religioso
utilizado para dispersar el agua bendita). Aspergillus es un hongo filamentoso del
grupo Deuteromycetes u hongos Imperfectos, se caracteriza por unas estructuras
esporiferas o reproductoras llamadas conidias. El Aspergillus es un hongo
ampliamente difundido en la naturaleza ya que se llega a desarrollar en vegetales en
descomposicion, granos de cereal, tejidos de algoddn vy, lana y plumas; su medio es

un ambiente oscuro, humedo y cerrado [22].

Es posible encontrar esporas de Aspergillus en los depdsitos de cereal, en los
edificios en obras, en los aparatos de aire acondicionado y en los alimentos
enmohecidos. Las esporas de este hongo pueden sobrevivir en condiciones

adecuadas, durante miles de afos; se han encontrado esporas de A. nigery flavus en

7
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la comida, ropas, flores y otros objetos de las tumbas de los faraones del antiguo
Egipto. También habia una notable presencia de ambas especies en los restos del rey

Casimiro de Polonia y en la momia y el sarcéfago de Ramses Il [22].

Se conocen unas 900 especies del género Aspergillus. Rapper y Fennell los clasifican
en 18 grupos; basandose en su aspecto macroscopico y en las caracteristicas
morfolégicas de los conidiéforos, siendo de éste las especies mas importantes:
Aspergillus fumigatus (85%), A. flavus (5-10%) y A. niger (2-3%) [22].

Al comienzo de su crecimiento Aspergillus niger forma colonias miceliales lanosas
blancas o amarillentas; a medida que éste se desarrolla la superficie micelar se va
cubriendo de puntos negros: son las cabezas aspergiares que pueden llegar a medir
hasta 1 mm de diametro, éstas se encuentran cargadas de esporas negras (Figura
1.6). Este hongo es un importante agente productor de acidos organicos,
principalmente gluconico, citrico y oxalico; también es utilizado para la obtencion de
enzimas como la glucoamilasa y del 1-a-galactosidasa, por lo que es ampliamente

cultivado para la produccién industrial de estos compuestos quimicos [22-23].

ol £ |

Figura 1.6. Aspergillus niger, arriba izquierda crecimiento en un medio solido, arriba

derecha esporas y abajo hifas con conidias.
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Capitulo 2. Antecedentes

Los hongos filamentosos son microorganismos de gran importancia industrial,
ya que son usados para la produccién de una enorme variedad de productos
derivados de su metabolismo. La explotacion de las actividades bioquimicas de los
hongos y su uso en producciones a gran escala ha sido acompanado de estudios
sobre relacion de la producciéon metabdlica y los cambios morfolégicos producidos

en el microorganismo [3-5, 24].

Industrialmente se considera que la clave en la produccidon de ciertos metabolitos es
la morfologia fungica, la cual se ve afectada por diversos parametros durante el
proceso de fermentacion, tales como: el tipo de medio de cultivo; la tasa especifica
de crecimiento del mismo; la disponibilidad del oxigeno y los nutrientes del medio; y

la actividad de agua en el medio, entre otros [9].

Debido a esto, es de suma importancia entender el proceso de crecimiento y la
morfologia de los hongos filamentosos. A continuacion se presenta una revision de
la literatura mas relevante con relacion a este trabajo, en la que se presenta un
analisis de los experimentos de diversos microorganismos filamentosos, los efectos
sobre el crecimiento de varios parametros y caracteristicas ambientales sobre el
crecimiento, y los modelos propuestos que describen la ramificacién, fragmentacion

y crecimiento de las hifas tanto en medio s6lido como en cultivos liquidos.

2.1. El crecimiento de hongos filamentosos

En el crecimiento de los hongos filamentosos y en general en los cultivos
bacterianos, se presentan una sucesion de fases claramente distinguibles,
caracterizadas por variaciones en la tasa de crecimiento [25], las cuales se enumeran

a continuacion:

1. Fase lag o tasa de crecimiento nulo.

2. Fase exponencial o tasa de crecimiento constante.
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3. Fase estacionaria o de retardo.

La fase inicial o fase lag en los hongos filamentosos termina entre las primeras 15y
20 horas del cultivo, ésta se encuentra seguida de un rapido crecimiento exponencial
que se extiende hasta las 50 o 75 horas desde inicio del crecimiento, durante las
cuales se producen ramificaciones hifales. Por ultimo se da la fase final estacionaria

o de retardo, en la que se produce el maximo crecimiento de biomasa [20-21].

La estimacion de la tasa de crecimiento en hongos filamentosos presenta algunos
problemas debido a la morfologia que adoptan estos microorganismos al crecer, ya
qgue en medios liquidos forman agregados que dificultan el muestreo y en medios
solidos el micelio se adhiere fuertemente al sustrato impidiendo su separacion. Por
ello se han desarrollado una serie de técnicas para la estimacion del crecimiento de
hongos; éstas comprenden métodos quimicos indirectos, determinaciones
gravimétricas, técnicas de cuantificaciéon enzimatica, y uso del analisis de imagenes
[9].

El analisis de imagenes es un método rapido, practico y adecuado que permite la
facil caracterizacion de la morfologia de los hongos filamentosos; no sélo facilita la
estimacion de los parametros morfoldgicos usuales si no que permite determinar la
proporcion de biomasa de los agregados miceliales en cultivos liquidos. Este método
ademas de facilitar el estudio del desarrollo morfoldgico de los hongos filamentosos,
también permite el estudio de la reologia, el mezclado y la transferencia de masa en

las fermentaciones de microorganismos filamentosos [9].

Generalmente, el método de analisis de imagenes es usado para la caracterizacion
de la morfologia de los hongos filamentosos, por lo que se han desarrollado una
serie de metodologias que permiten la facil cuantificaciéon de los parametros que
caracterizan la morfologia hifal, tales como son: la longitud efectiva o promedio de

la hifa, La; la longitud total de la hifa, L; la longitud de la ramificaciones, Ly, la
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longitud de los segmentos o septos, Ls el nimero de ramificaciones, n; y el diametro
promedio de la hifa, d [9, 12, 26-28].

2.1.1. El efecto de la concentracion inicial de esporas

El proceso de la germinacion de las esporas de hongos filamentosos constituye
la fase lag del crecimiento de los mismos, la siguiente morfologia y productividad del
cultivo puede ser fuertemente influenciada por la concentracién y condicién inicial
de las esporas. Durante la germinacion de las esporas se observa una respiracion
lenta, una baja produccion de enzimas y una actividad reducida; ésto toma

demasiado tiempo comparado con una reproduccion vegetativa normal [24].

La produccién de algunas sustancias inhibitorias es una adicion a este fendmeno
basico del crecimiento de los hongos filamentosos, ya que algunas esporas se
encargan de elaborar compuestos inhibidores que previenen un crecimiento
prematuro de las hifas si hay condiciones desfavorables en el medio en el que se
desarrollan; la produccion de estas sustancias depende de el niumero de esporas

inoculadas, el pH, la temperatura y la humedad, entre otras condiciones [24].

2.1.2. El efecto de los iones y el pH del medio

Durante el crecimiento de los microorganismos se pueden modificar o
producir gradientes en el pH del medio en el que éstos se desarrollan; éstas
alteraciones suelen ser originadas por una serie de procesos en los que se producen
algunos metabolitos secundarios tales como son los acidos organicos o el

amoniaco.

La alteracién del pH por el crecimiento microbiano ha sido fuertemente estudiada;
estas investigaciones sugieren que los procesos por los cuales se producen
gradientes en el pH del medio son originados por la adicion de algunos nutrientes o
la falta de aeracién del sistema. Estudios realizados por Robinson y colaboradores

[29] revelan que las colonias bacterianas crecidas sobre agar con glucosa presentan
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acidificacion del medio debajo de ellas, y una zona periférica alcalina. En
fermentaciones realizadas bajo condiciones anaerdbicas encuentran que el
microorganismo produce acidos organicos que provocan la acidificacion del medio,
en cambio para sistemas aerobicos se presenta la oxidacion de aminoacidos que

genera amoniaco y el medio se alcaliniza.

La presencia de ciertos iones en el medio puede llegar a ser de suma importancia
para la germinaciéon de las esporas y el crecimiento hifal; algunos estudios han
determinado que al interior de las hifas existe un flujo de iones durante el
crecimiento. Especificamente alteraciones en la concentracion de algunos cationes
como el calcio producen un efecto directo en la tasa de elongacién de las hifas,
Schmid y Harold [30] determinaron que para Neurospora crassa la disminucion en la
concertaciéon de este catién da lugar al crecimiento de hifas de estructura bulbosa; es
decir, mas cortas y anchas, sin embargo la alta concentraciéon de Ca*™ no afecta

directamente a la tasa especifica de crecimiento.

2.1.3. La influencia de la actividad del agua en el medio

El agua juega diversos papeles en los sistemas biologicos, ya que participa
directamente en los procesos de solvatacién y difusion de nutrientes, y en algunos
mecanismos de interaccion molecular, ademas de ser un importante componente

bioldgico estructural. El agua presenta dos funciones fundamentales [31-32]:

1. A nivel celular es un solvente que provee de nutrientes, facilita la excrecién de
desechos y metabolitos secundarios, ademas de constituir un alto porcentaje
de la estructura celular.

2. A nivel molecular el agua se encuentra unida a otras moléculas, como los
polioles, azucares o enzimas, contribuye a mantener el volumen celular, y
estabiliza las estructuras de los biopolimeros, como las proteinas, los

nucleétidos, y los carbohidratos.
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Los hongos muestran un comportamiento muy variado respecto a la disponibilidad
de agua, pero en general son mas tolerantes a la ausencia de este compuesto que
otros organismos. Este comportamiento fue estudiado por Inch y Trinci [33], quienes
determinan los efectos de la actividad del agua (o humedad relativa del medio o
sustrato) sobre el crecimiento de Paecilomyces farinosus. De este estudio se observa
que la actividad del agua afecta directamente: la tasa de crecimiento radial en el
medio solido, K;; la tasa especifica de crecimiento en cultivo liquido, x4 y el
rendimiento del crecimiento, estableciendo que la tasa especifica de crecimiento y la
extension radial presentan una relacion similar como funciéon de la actividad del

agua, y que el rendimiento de la biomasa disminuye al bajar dicha actividad.

La actividad del agua ha sido fuertemente relacionada con el crecimiento micelial, lo
cual ha generado el desarrollo de modelos que describen dicha relacion. De estudios
de Gervais y colaboradores [32] se observa que el crecimiento y la esporulaciéon de
Trichoderma viride y Penicilllium roqueforti se ven fuertemente influenciados por la
actividad aparente del agua, ya que ante variaciones pequenas alrededor del nivel
optimo de este parametro (0.98~0.99 para T. viride y 0.96~0.97 para P. roqueforti)
se observa un drastico decaimiento de la esporulacion y del crecimiento en ambos
microorganismos. Estos autores desarrollaron un modelo basado en el consumo
energético de nutrientes debido a la actividad metabdlica de los hongos, del gasto
energético por el crecimiento y mantenimiento, y la energia usada para la prevencion
de un choque osmotico en la que interviene la actividad del agua. El modelo permite

predecir la tasa de extension hifal para diversos valores de la actividad del agua.

En las fermentaciones en estado sélido (F.E.S.) el agua tiene un efecto directo en la
morfologia de los hongos filamentosos; recientemente Gervais y Molin [31] se han
dado a la tarea de llevar a cabo una revisién bibliografia de este efecto a niveles
macro y microscépico sobre el crecimiento de hongos filamentosos. A nivel
macroscopico el efecto de la actividad del agua se observa en que un crecimiento
radial y una produccion de biomasa adecuados se obtienen Unicamente con un valor

optimo en la actividad de agua para cada especie fungica; este valor es un poco
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menor a 1 para todos los hongos estudiados. Microscépicamente los cambios en la
actividad del agua del medio implican modificaciones en la tasa de crecimiento hifal

y en la orientacion en el crecimiento de las ramificaciones.

2.1.4. Los nutrientes del medio y su efecto sobre el crecimiento

A pesar de que los hongos tienen la capacidad de degradar una amplia gama
de compuestos organicos naturales, asi como algunos compuestos sintetizados por
el hombre, no pueden usar toda clase de compuestos como fuente de energia y
carbono. La fuente de energia mas abundante para los hongos en la naturaleza se
encuentra constituida por los carbohidratos de origen vegetal; casi todos los hongos
utilizan glucosa, y la gran mayoria utilizan maltosa, sacarosa y almidén. Ademas de
los carbohidratos mencionados los hongos utilizan hexosas, pentosas, y algunos
derivados de azucares como el acido uroénico y los alcoholes; s6lo una pequena
minoria no utiliza los carbohidratos, debido a que crecen en habitats que no

contienen dichos compuestos [34].

Los microorganismos al crecer experimentan afinidad por el sustrato en el que se
desarrollan, promoviendo un mayor o0 menor crecimiento celular ante la
concentracion del sustrato presente. Monod expresa lo anterior mediante la Ecuacion
2.1, que determina la relaciéon entre la tasa especifica de crecimiento (umw) Y la

concentracion del sustrato limitante en el medio (S [25],

S
S+Kg

H = M (2.1.)

Donde Kses la constante de saturacion media, que es una medida de la afinidad del
microorganismo por el sustrato. En un estudio realizado por Fiddy y Trinci [35] se
determinaron los valores de las constantes de afinidad de glucosa para el
crecimiento de Geotrichum candidum, en cultivos liquidos y sobre medios solidos
como agar o silica gel. La determinacion de las constantes de saturacion se lleva a

cabo a partir de la tasa de crecimiento radial para crecimiento en medios sélidos, y
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de la tasa especifica de crecimiento para crecimiento en cultivos liquidos;
encontrando que las constantes presentan valores mayores para el cultivo en medios
solidos (1.4 g/L) que para los cultivos liquidos (0.002 g/L). En los medios sélidos la
reducciéon de la concentracién inicial de glucosa tiene efecto en la tasa de
crecimiento radial disminuyéndola y presentando una relacion lineal con el logaritmo

de la concentracion para concentraciones de 20 a 100 g/L.

Robson y colaboradores [36] llevaron a cabo un estudio sobre el crecimiento de
colonias de Rhizoctonia cerealis y Penicillium chrysogenum en medios solidos con
concentraciones de glucosa inicial entre 10 y 50 mM; el crecimiento de estos
microorganismos no causo6 una reduccidon importante en la concentracion de glucosa
del medio, pero generé gradientes de concentracion en el sustrato debido al
crecimiento de la colonia. Al centro de la colonia microbiana se forman algunos
metabolitos secundarios y productos de la autolisis, preferentemente inhibitorios del
crecimiento; estos metabolitos reducen la tasa de crecimiento radial y se acumulan

bajo la colonia en una zona periférica.

Estudios de analisis de imagenes realizados por Olsson [37] respecto al crecimiento
de Fusarim oxysporumi sobre agar con glucosa y féosforo, muestran la disminucion
en la concentracion debajo de la colonia microbiana. Estos estudios también revelan
que la densidad de la biomasa se ve afectada por el nivel de concentracion de la
glucosa, siendo esta concentracion mas alta en la periferia de la colonia cuando se
disminuye la concentracion del nutriente en el medio. Este efecto también es
reportado por Nagel y colaboradores [38]; ellos determinan que el crecimiento de
Aspergillus oryzae en una fermentacién en estado sélido genera gradientes en la

concentracion de glucosa en el medio por debajo de la colonia del microorganismo.

El seguimiento del crecimiento microbiano en biorreactores puede llevarse a cabo a
través de mediciones del peso seco de biomasa, de la produccion de proteinas vy
CO,,y de los cambios en la presion del sistema de estudio. Auria y colaboradores [39]

[levaron a cabo el estudio del crecimiento de Aspergillus niger en un biorreactor con
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altas concentraciones de sacarosa (de 100 a 400 g/L), monitoreando las diferentes
fases del crecimiento del microorganismo con base en mediciones de la caida de
presion del sistema; obtuvieron que la tasa especifica de crecimiento disminuye a

medida que aumenta la concentracion de sacarosa inicial en el biorreactor.

Larralde y colaboradores [12, 19] también estudiaron el crecimiento de A. niger en
un medio sélido (agar) y de G. fujikuroi en un cultivo liquido. Su investigaciéon se
enfoco en el estudio de la morfometria y del crecimiento de los microorganismos por
consumo de glucosa; de éste trabajo se deriva que incrementos en la concentracion
inicial del medio causan reducciones en la tasa especifica de crecimiento, en la tasa
de elongacion de los tubos germinales y en el didmetro de las hifas. En términos
macroscopicos, morfolégicamente el incremento en la concentracién de glucosa
inicial produce el crecimiento de colonias densas con una baja tasa de crecimiento
radial. Una importante aportacion de este estudio es el establecimiento de que el
crecimiento en medios liquidos esta limitado a un maximo en la concentracion
alimentada de glucosa de 50 g/L; ya que observan que concentraciones mayores el
hongo experimenta una inhibicion en su crecimiento, por lo que usan como
alternativa un medio soélido; experimentalmente Larralde [12] demostré que para
estos medios la inhibicién al crecimiento aparece a concentraciones de 300 g/L de

concentracion inicial de glucosa como maximo.

Gutiérrez y colaboradores [40] estudiaron el efecto de la concentracién de glucosa
sobre el crecimiento en A. niger para la produccion de diversos metabolitos
secundarios, analizando la produccion de acido citrico y polioles a altas
concentraciones de glucosa (mayores de 300 g/L) en una fermentacion en estado

solido.

Otro metabolito secretado por A. niger es la enzima tanasa, Cerda y colaboradores
[41] proponen la hipotesis de que para modificar la produccion de dicha enzima es
necesario alterar la disponibilidad de los nutrientes; por lo que llevaron a cabo un

estudio del efecto de la reducciéon y aumento de glucosa en el medio, teniendo como
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resultado que bajas concentraciones de glucosa incrementan la produccion de la
enzima intra y extracelular; a altas concentraciones de glucosa no se ve afectada la
produccion de tanasa intracelular, en cambio la produccion extracelular decrece
notoriamente y bajo estas condiciones concluyen que la difusion del sustrato en el
medio sélido puede ser uno de los factores responsables de la disminucion de la

produccidon enzimatica.

La difusion, el consumo de la glucosa y su conversidén a biomasa fueron estudiados
por Mitchell y colaboradores [21]; en esta investigacion se realiz6 un estudio cinético
y se desarrolld6 un modelo matematico para describir el crecimiento de Rhizopus
oligosporus en un sistema modelo de fermentacién en estado solido. El modelo
incluye la difusién de glucoamilasa en el medio, la hidrolisis del almidén por

glucoamilasa y el consumo y la difusiéon de la glucosa para su conversién a biomasa.

Miller y colaboradores [42] llevaron a cabo investigaciones con el fin de determinar
el efecto de la concentracion de sustrato sobre el crecimiento de dos especies de
Aspergillus; encontraron que los septos con alto contenido nucleico son resultado de
altas concentraciones de glucosa, y que un compartimiento apical pequefio con bajo

contenido nucleico se debe a bajas concentraciones de glucosa en el medio.

2.2. El crecimiento en cultivos liquidos

Los procesos de fermentacién de hongos filamentosos pueden llevarse a cabo
en cultivos liqguidos o en medios sélidos y las observaciones experimentales
muestran que la distribucion y crecimiento hifal de los hongos son distintos en cada
uno de estos casos. En los cultivos liquidos los hongos filamentosos puede llegar a
crecer en forma de elementos hifales o como aglomerados esféricos de varios
elementos hifales; esta morfologia de aglomerados modifica el comportamiento
reoldgico del medio de cultivo liquido a uno de tipo no Newtoniano, y dificulta la
transferencia del oxigeno y nutrientes al microorganismo, asi como la productividad

y la eficiencia de estos sistemas de fermentacion [9].
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En el crecimiento de los hongos filamentosos en cultivos liquidos la morfologia y el
crecimiento micelial dependen principalmente de la distribucion y extension de las
ramificaciones hifales; y muchos investigadores se han encargado de caracterizar
fisiolégica, reolégica y morfolégicamente su crecimiento. La implementacion del
analisis de imagenes ha facilitado la caracterizacion de la morfologia de los hongos
filamentosos, la cual se realiza con mediciones a nivel macroscépico (la formacién de
pellets) y a nivel microscopico (la extension y ramificacion hifal), asi como la

clasificacion y el estudio de la formacion de metabolitos secundarios [20, 42-45].

De diversas investigaciones se ha derivado la estimacion de la tasa especifica de
crecimiento de los diversos microorganismos filamentosos con base en mediciones
del peso seco de la biomasa total, del incremento total en la longitud hifal o del
promedio del numero de hifas [19, 46-47]. Del mismo modo la relacién entre la
morfologia micelial y las propiedades reologicas de los medios de cultivo ha sido
sujeto de diversos estudios [42, 48-51], debido a que estas propiedades tienen una

fuerte influencia sobre el disefio de los biorreactores y fermentadores.

La reologia, la morfologia y la concentracion de biomasa en los cultivos liquidos de
microorganismos miceliales, estan intimamente relacionados entre si. En los cultivos
liquidos los micelios se encuentran suspendidos por lo que el medio puede llegar a
poseer propiedades de un fluido no - Newtoniano, por ejemplo para P. chrysogenum
la viscosidad del medio va en aumento a medida que el microorganismo crece hasta

la formacion de pellets [24, 49].

Yang y colaboradores [52] estudiaron el crecimiento de Streptomyces tendae en
cultivo sumergido, realizaron mediciones microscépicas del crecimiento mediante el
analisis tridimensional de imagenes, del que destacan que la ramificacion y el
crecimiento hifal no se dan en una sola direccion, por lo que calcularon los angulos

de ramificacion y crecimiento de los extremos de la hifa.
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2.2.1. Modelado del desarrollo morfologico de hongos en cultivos
liquidos

El modelado matematico se ha convertido en una herramienta esencial en las
ciencias biologicas. En la micologia ofrece una alternativa a través de la cual es
posible dar explicacion a diversos aspectos del crecimiento de hongos; de modo que
se han desarrollado diversos modelos a distintos niveles de descripciéon, lo que

permite una mayor comprension del crecimiento fungico.

Los modelos se basan en la cinética global de la fermentacion, las expresiones que
se emplean para expresar el crecimiento del microorganismo y que con mayor
frecuencia son encontradas en la literatura, son cinéticas exponenciales o del tipo de
Monod; las cuales a pesar de los afos siguen demostrado validez a través de
experimentos. Pero estos modelos de naturaleza esencialmente empirica no
consideran los mecanismos fundamentales del proceso de crecimiento, es decir no
incluyen a los distintos procesos bioquimicos que se involucran en el crecimiento

bioldgico.

Aynsley y colaboradores [53], desarrollaron un modelo en el que se hace uso de la
expresion de Monod para describir el incremento en la biomasa microbiana. El
modelo asume que el crecimiento depende de una sola fuente de carbono, y que el
transporte interno de éste a través de la célula produce la formacién de un precursor
de la membrana de la hifa, por lo que la formacion de nuevas ramificaciones
depende del suministro del precursor del crecimiento de las hifas. Este modelo
proporciona una buena prediccion del crecimiento en una fermentacién de tipo
lotebatch; lo que se demostr6 al comparar las simulaciones con datos
experimentales de P. chrysogenum. El modelo, ademas, permite hacer un analisis de
los efectos de las variaciones en las condiciones iniciales de la concentracién de

sustrato sobre la produccion de metabolitos secundarios tales como la penicilina.

El crecimiento micelial puede ser explicado a través de la descripcion de la extension

de los extremos y de la ramificacién, que se encuentra asociada con la septacién de
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la hifa. Yang y colaboradores [54] desarrollaron un modelo de dos partes que se
basa en mecanismos fisicos y celulares, en éste, fueron acoplados el crecimiento y la
ramificacion direccionados (parte estocastica), con la cinética de crecimiento y la
ramificacion total (parte determinista). Este modelo es capaz de describir la
complejidad del desarrollo micelial por un periodo largo de tiempo para la formacion
de pellets, y considera que los microorganismos crecen bajo condiciones en las que
los nutrientes se encuentran presentes en exceso y que los productos inhibidores del
crecimiento no son acumulados. La parte determinista de este modelo asume que la
extension hifal esta limitada por un precursor de la sintesis de la pared celular que
se produce a lo largo de la hifa y que se consume en el extremo de ésta. También
considera que la septacion depende de la cantidad de material nuclear y que los
compartimentos pueden estar divididos en segmentos con una longitud y volumen
equivalente. Este modelo se compar6 con resultados experimentales de Geotrichum
candidum, realizados por Fiddy y Trinci en 1976 y de Streptomyces coelicolor

realizados por Allan y Prosser en 1983.

Viniegra y colaboradores [55], desarrollaron un modelo de dos partes que a nivel
microscopico emplea la teoria de ramificacion simétrica para la descripcion de
crecimiento y ramificacion hifal, y a nivel macroscépico usa los parametros
microscopicos para la estimacion de los parametros relacionados con la evolucién de
biomasa fungica. A nivel microscépico el modelo de ramificacion simétrica asume
que el nivel de las ramificaciones esta relacionado logaritmicamente con el numero
de extremos y segmentos hifales. El modelo permite la estimacion de parametros
cinéticos del crecimiento micelial a partir de mediciones experimentales
microscopicas, como por ejemplo: la tasa especifica de crecimiento del
microorganismo, a partir del diametro de las hifas y de las esporas inoculadas o de

la longitud hifal promedio.

Nielsen [56] desarroll6 un modelo que permite la descripcién del crecimiento de
microorganismos filamentosos en un medio sélido o en un cultivo sumergido. El

modelo acopla un mecanismo estructurado de crecimiento que establece que la
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formacién de biomasa ocurre Gnicamente en las zonas apical y subapical de la hifa, y
un modelo poblacional para la fragmentacién hifal. Este modelo permite una buena
representacion del crecimiento y de la fragmentacion de tres especies de

microorganismos filamentosos: G. candidum, S. hygroscopicus y P. chysogenum.

Un modelo morfoldgico detallado del crecimiento de un pellet de un microorganismo
filamentoso es el que desarrollaron Meyerhoff y colaboradores [57]. Este modelo se
basa en el modelo de crecimiento, septacion y ramificacién individual de una hifa
descrito por Yang y colaboradores en 1992. Este modelo incluye aspectos de
limitacion de crecimiento por consumo de sustrato y oxigeno debida a la difusividad
de éstos compuestos al interior del pellet; el modelo permite la prediccion de los
perfiles radiales de concentracion de oxigeno en el pellet, la formacion de las hifas y

la determinacién de los angulos de distribucién de las ramificaciones.

Nielsen y Krabben [47], desarrollaron un modelo que describe la fragmentacion y el
crecimiento hifal; este modelo se deriva de un balance general de la distribucién de
elementos hifales. Las expresiones cinéticas para la germinacién, la extensién hifal,
la ramificacion y la fragmentacion, son el resultado de datos experimentales del
crecimiento de P. chrysogenum. En este estudio la germinacién de la espora pudo
ser cuantificada a través de tres parametros: Los tiempos inicial y final de
germinacion de la espora, y la concentracién de esporas inoculadas. Ademas los
autores describen la tasa promedio de extension hifal a través de la longitud hifal y
establecen que la frecuencia de ramificacién se encuentra relacionada con la longitud

de las hifas.

Un modelo basado en la hipoétesis de que el crecimiento y la ramificacién hifal se
produce por la acumulacién de vesiculas en los septos, es el desarrollado por Paul y
Thomas [58]; este modelo describe, mediante una cinética estructurada: el
crecimiento, y la produccion de un metabolito secundario (penicilina). El modelo fue
usado satisfactoriamente para la prediccion de la produccién de penicilina por P.

chrysogenum en una fermentacion batch.
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Otro modelo que describe la dinamica del crecimiento y la fragmentacion de
microorganismos filamentosos es el desarrollado por Krabben y colaboradores [59],
éste se basa en un modelo poblacional y permite predecir la concentracion de los
elementos hifales, la concentraciéon del sustrato, la longitud promedio de las hifas
totales y el niumero promedio de apices o extremos. El modelo fue resuelto por el
meéetodo de discretizaciéon y el método Monte Carlo, dando como resultado que el
método Monte Carlo tiene mayor versatilidad y eficiencia en el tiempo de coémputo

empleado.

Lejeune y Baron [60] desarrollaron un modelo basado en la evolucién de la
morfologia microscopica de Trichoderma vreesei, el modelo predice el
comportamiento del crecimiento desde una espora hasta la formacion del pellet. Este
incluye la difusion del oxigeno y determina la estructura tridimensional del pellet con

base en la hipo6tesis de que éste presenta una naturaleza fractal.

Un estudio desarrollado por Amrane y colaboradores [61] presenta un modelo
estructurado que describe la cinética de consumo de glucosa por P. camembertii
hasta el agotamiento (consumo total del nutriente), seqguido de la adiciéon de un
segundo nutriente (arginina), y la produccion de diéxido de carbono y amoniaco. El
modelo describe eficientemente el proceso de diauxia del microorganismo, en el que

son generados productos de la biosintesis y manutencion celular.

2.3. El crecimiento en medios sélidos

En los medios ambientes naturales los hongos en general suelen crecer en
sustratos soélidos, humedos y airados, bajo estas condiciones las hifas y el micelio
del hongo llegan a expandirse kilométricamente. Por ello gracias a su capacidad
fisiolégica y morfologia los hongos filamentosos pueden ser empleados en los
procesos de fermentacion en estado solido, ya que en estos casos de fermentacién

se pretende que el micelio invada lo mayormente posible el medio o soporte sélido.
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El estudio del crecimiento microbiano sobre sustratos solidos comenz6 con Pirt [62];
quien establecid algunos postulados para el crecimiento de bacterias sobre una placa

de agar y que se enumeran a continuacion:

1. El crecimiento celular se lleva a cabo con una tasa maxima exponencial, solo si
la concentracion de nutrientes permanece por arriba de las constantes de
saturacion del medio y no existe ninguna condicion inhibitoria.

2. El crecimiento de una colonia microbiana genera gradientes de concentracion
de nutrientes en direccion vertical por debajo de donde se situa la colonia.

3. La concentracién del nutriente limitante del crecimiento disminuye de tal
forma que ocasiona una disminucion en el crecimiento de las células centrales
de la colonia.

4. El crecimiento radial de la colonia puede estar restringido a un anillo exterior,
con perimetro constante, debido al consumo y difusion de nutrientes en la
zona de crecimiento.

5. Una vez alcanzado este perimetro constante la colonia puede establecer una

tasa lineal de expansion radial.

Trinci [13] verificd los postulados anteriores en un estudio sobre el crecimiento de
algunos hongos filamentosos (R. stolonifer, M. racemosus, Actinomucor repens,
Absadia glauca, G. lactis, P. chrysogenum, A. wentii, A. niger y A. nidulans) sobre un
medio soOlido. En este estudio establecié que la tasa de crecimiento radial de la
colonia (K;) es funcién de la longitud promedio de las hifas (w) encontradas en la
zona periférica del crecimiento de la colonia y de la tasa especifica de crecimiento
(o), ademas los valores obtenidos de la tasa especifica de crecimiento radial en los
sustratos solidos son idénticos a los de la tasa maxima especifica de crecimiento en

cultivos liquidos (tmax)-

En el crecimiento de hongos filamentosos sobre sustratos soélidos existen dos
fendmenos de importancia y que han sido objeto de estudio: la extensiéon y la

ramificacion hifal. Trinci [15], realizé un estudio cinético de la extensién hifal de
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diversos hongos (M. hiemalis, G. candidum, P. chrysogenum, N. crassa y A.
nidulans), en el que determiné que la longitud hifal total del micelio de cada una de
las especies de estudio incrementa con una tasa exponencial. En este estudio se
establecio que después del proceso de germinacion existe una produccion
discontinua de ramificaciones seguida de una fase continua de ramificacion hifal, lo
gue ocasiona que la longitud hifal y el nimero de ramificaciones del micelio se
incremente exponencialmente de forma aproximada a la tasa especifica de

crecimiento.

La longitud maxima de extension de las hifas de los hongos filamentosos en el
crecimiento micelial sobre sustratos soélidos se restringe a una zona que se conoce
como la zona de extension. La forma y longitud de la zona de extensién y diametro
hifal son, segun Trinci y Collinge, funcién del suministro de los precursores de la
formacién de la pared celular y de la tasa con que estos precursores son

incorporados a la pared.

Lo anterior fue corroborado por Steele y Trinci [14] quienes, en un estudio sobre el
crecimiento de N. crassa determinaron, que el tiempo de expansion de la zona en la
cual se extienden las hifas, es una medida inversa de la tasa de formacién de la
pared celular, ya que la longitud de la zona de extension de la hifas refleja las

diferencias en el suministro de los precursores de la pared celular.

2.3.1. Modelado del crecimiento y ramificacion hifal en medios
solidos

El modelado del crecimiento de los hongos filamentosos ha tenido diversos
enfoques, algunos modelos se encargan de describir el crecimiento global de
biomasa (Tabla 2.1), otros en cambio sélo predicen el comportamiento de una hifa o
estan constituidos por mecanismos estructurados de los procesos bioquimicos para

dar explicacion a la generacién de hifas y sus ramificaciones.
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Tabla 2.1. Modelos empiricos de crecimiento que han sido aplicados en sistemas de

fermentacion en estado soélido [63].

Forma diferencial Forma integral
Linear OI—X:K X =Kt+ X,
dt
dX
Exponencial i 41X X =X, e"
dx X X
Ve . R x 1_7 X — m
dX
Dos fases i X, t<t, X =X,e" t<t,
Cg: _ ,uLe_k(Ha)Xa t>t, X = XAeXP{'T(L (1 _ek(tta))} t>t,

Los primeros modelos sobre el crecimiento de microorganismos filamentosos se
encargan de hacer una descripciéon macroscopica de dicho crecimiento. Koch [64]
desarrollé6 un modelo que se basa en la hipotesis de que el crecimiento fungico se
comporta como una ley de crecimiento logistico; el modelo asume que el
decaimiento de la tasa de crecimiento esta asociado con el incremento en la
densidad hifal y se expresa por una ecuacién en la que se incluye la geometria de
crecimiento, de modo que pueda ser usado satisfactoriamente en estudios de

fermentacion soélida y liquida.

El crecimiento y la ramificacion hifal son procesos que no han sido descritos en su
totalidad, debido a esto se han propuesto diversas teorias. Una de ellas; la mas
aceptada, es la teoria de la formacion de vesiculas contenidas en las hifas, las cuales
almacenan precursores para la formacién de la pared hifal y/o las enzimas
requeridas para la sintesis de la misma. Prosser y Trinci [65] desarrollaron un
modelo matematico para la descripcion del crecimiento y ramificacion hifal en el que
hacen uso de esta teoria; el modelo relaciona los diversos eventos citolégicos del

crecimiento hifal con la cinética de crecimiento micelial, el uso de este modelo
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permitié la prediccién de los cambios en la longitud hifal y el nidmero y la posiciéon
de las ramificaciones y septos de las hifas con base en los cambios de la

concentracion de las vesiculas.

Edelstein y colaboradores [66] llevaron a cabo un estudio del crecimiento de
Sclerotium rolfsii para el desarrollo de un modelo en el que se relacionan la cinética
de ramificacion con la forma de la colonia. En este estudio se describe el crecimiento
micelial a través de la distribucion promedio de la densidad hifal, y se incluyen los
fendmenos de ramificacion lateral y autdlisis hifal, los cuales se definen en términos

algebraicos.

El fendmeno de difusién de los nutrientes a través del medio sélido es un punto
clave en la creacién de modelos de crecimiento de hongos filamentosos; en un
medio soélido el crecimiento de los microorganismos se encuentra limitado por la
geometria del sustrato (Tabla 2.2). Georgiou y Shuler [67] desarrollan un modelo que
relaciona el proceso de crecimiento micelial y la difusion del sustrato en el medio
solido, en coordenadas cilindricas. Este modelo permite la explicacion de los
cambios morfolégicos del microorganismo; ya que toma en consideracion los
fendmenos de muerte, mantenimiento y diferenciacion celular, ademas permite la

predicciéon de los gradientes de concentracion de sustrato en el medio.

Otro modelo que incluye la difusién de nutrientes es el que desarrollan Mitchell y
colaboradores [21]; este modelo tiene como objeto la descripcion del crecimiento de
R. oligosporus, que ellos simplifican en cinco etapas: (1) la excrecion de la enzima
glucoamilasa al sustrato, (2) la difusién de la glucoamilasa en el medio sélido, (3) la
glucolisis debida a la accion de la glucoamilasa del medio sélido, (4) la difusion de la
glucosa al micelio en la superficie del sustrato y (5) la absorcion de la glucosa por el
micelio para la generacion de nuevo micelio. El modelo incorpora la cinética de cada
uno de estos pasos, pero esta restringido a la fase de crecimiento exponencial en

donde se hace presente la producciéon de esta enzima.
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Un modelo que incluye las fases de difusién y reaccion; es decir, la difusién de
nutrientes y el crecimiento micelial, fue desarrollado por Molin y colaboradores [68].
De este estudio matematico se derivan las ecuaciones diferenciales que permiten la
descripcion de la difusién de la glucosa en el sustrato sélido y en el interior del
micelio, y la generacion de biomasa por consumo de glucosa. Este modelo les
permite realizar la estimacion de diversas constantes con base en datos

experimentales del crecimiento de R. oligosporus 'y T. viride T.S.

Otro modelo que describe la transferencia de masa y la cinética de crecimiento en
hongos filamentosos en un medio so6lido antes de la ramificacion de la hifa es el que
desarrollan Lopez Isunza y colaboradores [69]. Este incluye la difusién del sustrato
en el medio, la adsorciéon de nutrientes en la pared del hongo, el transporte de
dichos nutrientes al interior de la hifa a través de una enzima acarreadora, la
formacion de los precursores de la pared hifal, el transporte por difusion vy
conveccion de dichos productos al interior de la hifa y por Gltimo el crecimiento hifal
debido a la acumulacion de dichos precursores en la hifa. EIl modelo permitié
predecir los microgradientes dentro del medio solido y determinar los efectos de los

parametros cinéticos y de transporte sobre el crecimiento individual hifal.

Boswell y colaboradores [70] realizaron un estudio tedrico experimental para
estudiar el crecimiento fungico y las consecuencias funcionales del transporte de
nutrientes en el micelio. El modelo considera el transporte por difusion de nutrientes
y las reacciones de los componentes metabolicos; la parte experimental consiste en
un estudio del crecimiento de Rhizoctonia solani. Con base en los datos
experimentales se estimaron los parametros de transporte difusivo y cinéticos de
crecimiento, los resultados de la simulaciéon demostraron que la difusién es el
mecanismo dominante en las reacciones de crecimiento de dicho microorganismo vy
quizas los gradientes internos o externos de los nutrientes actian como un

interruptor de los mecanismos de transporte.
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El oxigeno es un factor importante en el crecimiento de los microorganismos, en las
fermentaciones sélidas de hongos filamentosos; el transporte de dicho compuesto
tiene un efecto sobre la formacion de las hifas aéreas, por tal motivo diversos
investigadores se han dado a la tarea de determinar las limitaciones de la difusion
del oxigeno en el crecimiento de los hongos filamentosos. Oostra y colaboradores
[71] realizaron un estudio tedrico-experimental sobre la difusion de oxigeno a través
de un micelio de R. oligosporus, que se desarrolla sobre una superficie sélida con
glucosa. Durante el crecimiento se llevo a cabo el monitoreo de oxigeno al interior
del micelio y se cuantificaron algunos productos secundarios del metabolismo como
el etanol. La parte teorica del estudio consistio en el desarrollo de un modelo
matematico que describe el fendmeno de difusion de oxigeno en el micelio. En este
estudio se considera que la porosidad del medio no afecta el coeficiente de difusion

efectivo por lo que su valor corresponde a la difusividad de oxigeno en agua.

Rahardjo y colaboradores [72] llevaron a cabo un estudio sobre el crecimiento de
hifas aéreas de A. oryzae y su contribucion en la respiraciéon del micelio; en esta
investigacion se desarrollar6 un modelo matematico para la descripcion de los

perfiles de oxigeno en la zona hifal del micelio en estado estacionario.

Las reacciones quimicas necesarias para el crecimiento de los hongos filamentosos
generan o requieren de energia, por lo que en los sistemas de fermentaciéon o en el
medio de crecimiento de los microorganismos se producen gradientes temperatura.
Debido a lo anterior algunos investigadores [73-75] se han dado a la tarea de
estudiar este parametro en el crecimiento de los hongos filamentosos en sustratos
solidos, desarrollando modelos matematicos que describen los efectos de la
temperatura sobre la producciéon de metabolitos y de biomasa, y determinado los

gradientes de temperatura originados en el medio.

Algunos de los modelos desarrollados se constituyen de dos partes con las que
representan con detalle la distribucion y crecimiento hifal y el crecimiento

macroscopico micelial. Lejeune y Baron [76] desarrollaron un modelo en tres
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dimensiones del crecimiento de los hongos filamentosos, que considera la difusion y
el consumo de oxigeno en el micelio, este modelo considera a la difusividad como
una funcién de la porosidad del medio, que a su vez es funcion del tiempo. El
modelo, basado en la evolucién microscopica de Trichoderma reesei incluye los
términos de ramificacion y extension hifal. Las estructuras tridimensionales del
crecimiento micelial del hongo fueron simuladas mediante un modelo fractal, que
so6lo determina el crecimiento de biomasa y no afecta los parametros como la
extension y ramificacion hifal. El modelo permite predecir los efectos de parametros
como la tasa de extension hifal, la frecuencia de ramificacion y la porosidad minima,
sobre los perfiles de concentracion de oxigeno, y concentracion de biomasa y la tasa

con la que el micelio incrementa su diametro.

Nopharatana y colaboradores [77] desarrollaron un modelo de crecimiento de
hongos filamentosos sobre sustratos soélidos, el modelo incluye los términos de
crecimiento hifal, produccion de biomasa y, consumo y transporte de glucosa. La
produccién de biomasa se representa mediante una ecuacion logistica de la biomasa
acoplada a una ecuacién de Monod de consumo de glucosa. Las simulaciones del
modelo demostraron que incrementos en parametros como la difusividad o la
constante de saturacion de Monod producen incrementos en la tasa de consumo de

glucosa.

Otro modelo que incluye los mecanismos de crecimiento microscopico y permite la
prediccion del crecimiento de biomasa en un medio sélido con base en mediciones
de parametros de la morfologia microscopica del borde de la colonia de Gibberella
fujikuroi fue desarrollado por Ferret y colaboradores [18]. Este modelo predice la

evolucion de la biomasa total y la evolucién del borde de la colonia.

Ikasari y Mitchell [78] llevaron a cabo el desarrollo de un modelo empirico de
crecimiento de R. oligosporus sobre un medio sélido, este modelo divide en dos
fases el crecimiento micelial: la fase de crecimiento exponencial, en la que se lleva a

cabo la produccion de ramificaciones hifales de acuerdo con la teoria de ramificacién
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simétrica (Viniegra y colaboradores,

1993), y

la fase de desaceleracion del

crecimiento. El modelo permite la estimacion de los parametros de crecimiento del

hongo como son: la tasa de crecimiento especifica, la masa hifal muerta generada en

el proceso de desaceleracion del crecimiento y la constante de decaimiento que

representa la muerte hifal.

Tabla 2.2. Modelos de difusion intraparticula que han sido aplicados en sistemas de

fermentacién en estado sélido.

Consideraciones Forma diferencial Referencia
Difusion del sustratoen 1y 2 @: DV2C [67]
dimensiones. ot
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Produccién de biomasa hifal (m),
producciéon de ramificaciones (p) y
difusién y reaccion de sustrato al
interior del micelio (s) y en el
medio solido (so).

Difusidén de oxigeno en términos
de la porosidad y tortuosidad del
medio, tasas extensiony

ramificacion de las hifas.

Tasa de produccion de las hifas (n),
la produccién de biomasa (B) y el
transporte y consumo de glucosa
(G).
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En suma el amplio estudio de los factores que influyen en el crecimiento de los
hongos filamentosos tanto en cultivos liquidos como en medios sélidos ha tenido
como objeto la optimizacién de los procesos de fermentacion, pero el crecimiento de
estos microorganismos y en general de todos los organismos vivos se debe una serie
de reacciones enzimaticas bioquimicas, las cuales representan un fenémeno
complejo que no ha sido estudiado en su totalidad. Un modelo altamente
estructurado del desarrollo de hongos filamentosos debe incluir las ecuaciones que
describan los procesos bioquimicos por medio de los cuales se lleva a cabo el
crecimiento microbiano, ademas de las ecuaciones que describan el sistema con

mayor detalle en el que se desarrolle tal crecimiento.
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Objetivos

Capitulo 3. Objetivos
3.1. Objetivo general

e Desarrollar un modelo dinamico que describa el transporte de nutrientes
acoplado al proceso de crecimiento de Aspergillus niger en un sustrato sélido

de agar enriquecido con glucosa.

3.2. Objetivos particulares

e Determinar el efecto de la concentracion inicial del sustrato en la produccién
total de biomasa.

e Determinar experimentalmente las propiedades morfométricas del sistema
en estudio.

e Realizar la estimacion de los parametros cinéticos del crecimiento
Aspergillus niger.

e Desarrollar un modelo dinamico de difusién de nutrientes en un micelio de
hongo acoplado con el crecimiento de Aspergillus niger.

e Determinar el efecto la variacion de los parametros del sistema sobre los

perfiles de evolucién de concentracién de biomasa y sustrato.
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Materiales y Métodos

Capitulo 4. Materiales y Métodos

Para la experimentacion se emple6 la cepa No.C28B25 de Aspergillus niger, de
la coleccién fungica de la Universidad Auténoma Metropolitana - Institut pour le

Recherche et D "eveloppement.

4.1. Conservacion de la cepa

La conservacién de la cepa se llevd a cabo segun el protocolo desarrollado por
Smith [79], haciendo crecer Aspergillus niger C28B25 hasta la esporulacion
(aproximadamente por 5 dias) en un medio sélido de Papa-Dextrosa-Agar (PDA) con
Desoxicolato, con el proposito de obtener colonias individuales, de modo que se
obtuvo un cultivo monoespodrico que fue transferido para su crecimiento a un medio

en un matraz Erlenmeyer.

Al cabo de cinco dias se cosecharon las esporas de la superficie de la colonia,
utilizando para ello una solucién estéril de Tween 80 al 0.01%, y un agitador
magnético, el cual rasp6 la superficie de la colonia por aproximadamente 10 minutos
con el fin de separar las esporas adheridas a la colonia, de aqui se obtuvo una
suspension de esporas que fue transferida a un matraz Erlenmeyer estéril. Con una
pipeta estéril se tomaron 5 mL de la suspension obtenida y se colocaron en
recipientes con tapa de roscada en los que habia el medio adecuado para el

crecimiento del microorganismo (5 mL del medio PDA).

Una vez que el hongo esporuld, se anadié glicerol (99%) estéril a los frascos y se
conservaron en refrigeracion (entre 5 y 10 °C), con una viabilidad de la cepa de un

ano de preservacion.

4.2. Sistema experimental
El sistema experimental (Figura 4.1) consistié de una caja Petri de plastico de 9
cm de diametro que contiene aproximadamente 45 mL de medio sélido, equivalentes

a aproximadamente 0.7 cm de profundidad, en cuya superficie, para un inocul6 tipo
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césped, se coloca una lamina de celofan previamente tratada y sobre la cual se lleva

a cabo el crecimiento del microorganismo.

Micelio
Celofan

A gar con
glucesa

Figura 4.1. Sistema experimental.

El celofan se corté en forma circular, con un radio entre 4.5 y 5 cm, se lavo durante
10 min con agua caliente, sec6 a 60 °C en una estufa, se dejé reposar durante la
noche y posteriormente fue tarado, por ultimo se esterilizé6 en una autoclave para

poder ser utilizado.

4.3. Composicion del medio solido

El crecimiento de Aspergillus niger C28B25 se llevo a cabo sobre un medio
solido (agar) enriquecido con glucosa; en la preparaciéon del medio de cultivo se
anadieron sulfato de amonio y urea, para obtener una relaciéon C/N de 12, también
fue agregada una concentracién de oligoelementos tal que no se presentaran
limitaciones debido a estos componentes a lo largo del crecimiento del hongo. Para
los experimentos a diferentes concentraciones de glucosa, se variaron
proporcionalmente las concentraciones de los demas componentes del medio de
cultivo. Las composiciones del medio basal y de la solucion de los oligoelementos se

presentan en las tablas siguientes [12]:
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Tabla 4.1. Composicion del medio basal.

Compuesto g/L
(NH),SO, 0.98
Urea 0.24
KH,PO, 0.50
MgSO, -7H,0 0.60
Extracto de levadura 0.10
Oligoelementos (solucién) 2 (mL/L)
Glucosa 10.0

Tabla 4.2. Composicion de la solucion de oligoelementos.

Compuesto g/L
FeSO, -H,O 2.50
ZnSO, -7H,0 11.0
MnSO, -H,O 2.15
H.BO, 5.50
(NH)Mo O, -4HO 0.55
Na EDTA 25.0
CoCl, -5H.0 0.80
CuSO, -5H.0 0.80

Nota: El extracto de levadura también representa una fuente nitrogeno al medio, sin
embargo dado que el contenido de este elemento es de aproximadamente 7.4% en

peso, su uso no modifica la relacién C/N.

4.4, Inéculo
A continuacion se presenta la metodologia utilizada para inocular las cajas

Petri con esporas de A. niger recién cosechadas:
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1. Se inocularon 15 uL del medio en conservaciéon de A. niger en una matraz
Erlenmeyer que contiene el medio PDA.

2. Una vez que la colonia de A. niger esporulo, las esporas se cosecharon de la
superficie de la colonia raspandola por aproximadamente 10 minutos, de aqui
se obtuvo una suspension de esporas.

3. La suspension de esporas se vacio en un matraz estéril y del cual se tomo una
muestra para realizar el conteo de esporas utilizando una camara de

Neubauer.

Con el fin de caracterizar el crecimiento de A. niger a dos niveles, se utilizaron dos

tipos de inoculacion:

La inoculacién tipo césped, que consistido en depositar una cantidad conocida de
la suspension de esporas en el centro de la caja Petri con agar y celofan estéril,
dispersarla con una barra de vidrio estéril, de manera que en toda la superficie
haya una distribucion uniforme de esporas. El volumen utilizado de suspension
fue generalmente de 0.5 mL, para tener una concentraciéon final de esporas de
aproximadamente 1 x 10° esporas /caja. En estas cajas se realiz6 un seguimiento
del peso seco de la biomasa sintetizada, que se expresa con la variable 8 (mgPS/

cmb?).

La inoculacidon por piquete, que se realizdé depositando con una punta de una
pipeta un volumen bajo de la suspension de esporas (aproximadamente 10 yL) en
el centro de la caja, cuidando no dispersar el liquido y procurando enterrar la
punta de la pipeta en el agar. Con este tipo de inoculacion se logré obtener una
colonia circular por caja, lo cual permitié medir el cambio del diametro de la
colonia. Asi mismo, esto permitié la medicion de la longitud y el diametro de las

hifas distales en el borde de la colonia.
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4.5. Cuantificacion del peso seco

Una vez que el hongo creci6 en forma de césped sobre el sustrato sélido
separado por una lamina de papel celofan previamente tratada y pesada, se separo
el celofan del agar con pinzas de diseccion. La lamina con biomasa fue secada en
una estufa a 60 °C, durante 24 horas; después se almaceno en un desecador toda la
noche, y se peso posteriormente en una balanza analitica. El peso seco de la
muestra se obtuvo de la diferencia del peso de la lamina de celofan, antes y después
del crecimiento del micelio. El resultado se reporto en mgPS / cm?. La superficie de

una caja Petri de 9 cm de diametro fue de 63.6 cm?.

4.6. Analisis de imagenes

Este estudio se realizé para el inéculo tipo piquete y para llevar a cabo las
mediciones morfométricas se emple6é el programa IMAGEMA 2000. El equipo de
analisis de imagenes consté de un microscopio, conectado a una camara de circuito
cerrado, en blanco y negro, la cual envia la imagen a una computadora, donde es
procesada por el mismo programa. Este software contiene las opciones necesarias
para segmentar la imagen, aplicar filtros y mejorar la imagen, asi como para realizar
las mediciones de longitud, area y factor de forma, entre las mas importantes. Las
mediciones se realizaron manualmente, moviéndose dentro del campo del

microscopio sobre el micelio en turno, para evitar sesgar el muestreo.

Todos los experimentos se realizaron por lo menos dos veces, para corroborar la
reproducibilidad de los resultados. Las mediciones de radios de la colonia se
hicieron por triplicado; la medicion de longitudes y diametros de las hifas se

realizaron tomando muestras de 30 o 40 por caja.
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Capitulo 5. El Modelo Matematico de Crecimiento Global de

Biomasa

Los estudios del crecimiento de hongos filamentosos sobre medios sélidos se
han llevado a cabo desde principios de los afos 70 por Prosser y Trinci [10, 65],
quienes fueron los primeros en presentar un modelo donde se relaciona al
crecimiento de la hifa con los mecanismos celulares. Durante este tipo de crecimiento
los nutrientes se difunden a través del medio sé6lido hasta estar en contacto con el

microorganismo, ser consumidos y con ello llevar a cabo la generacién de biomasa.

Micelio —|_'

Sustrato
solido —,

Figura 5.1. Diagrama del crecimiento global de biomasa sobre

una placa de agar y difusién de los nutrientes.

En la Figura 5.1 se muestra el diagrama del sistema que describe el crecimiento global
de biomasa sobre un medio sélido (agar); en este sistema la biomasa crece

homogéneamente sobre la superficie del medio la glucosa (Gg) se transfiere del

medio de cultivo al micelio, y al estar en contacto con éste pasa a través del hongo
por difusion facilitada para la produccion de biomasa (x); de este modo la biomasa

generada depende de la magnitud de la concentracion de nutrientes en el medio.

El desarrollo del presente modelo se basa en los trabajos desarrollados por Larralde
[12, 19]; Lopez Isunza y colaboradores [69] y Viniegra y colaboradores [55], y se basa

en las siguientes consideraciones:
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e Las esporas de A. niger son cultivadas sobre un medio sélido (agar, enriquecido
con glucosa).

e El modelo describe globalmente el crecimiento de una colonia.

e El crecimiento del micelio depende de la disponibilidad de una sola fuente de
carbono, y la transferencia por difusion del sustrato en el agar obedece a la ley
de Fick.

e El crecimiento radial de la colonia esta restringido a un anillo exterior, cuyo
diametro permanece constante.

e El micelio presenta un espesor constante.

e La colonia crece con una tasa exponencial maxima de modo que el modelo se
basa en la cinética de tipo logistico acoplada a Monod.

e El consumo de glucosa s6lo se debe al crecimiento celular.

Este modelo se utilizé para predecir: el crecimiento global de la biomasa del micelio;
los perfiles de concentracién de glucosa en el medio y para realizar la estimacion de
los parametros de transporte y reaccion a partir de las mediciones experimentales de

la biomasa total del hongo sobre la superficie de agar.

Este modelo no describe el caso real del crecimiento micelial del hongo, ya que no
considera el crecimiento del micelio en direcciéon paralela a la transferencia de masa,
debido a que supone un espesor y radio de micelio constantes. Ademas no se toma en
cuenta los procesos bioquimicos del microorganismo en los que se llevan a cabo los
procesos de difusion enzimatica y biorreaccion de los nutrientes para la generacion de
pared hifal, y por consiguiente de biomasa. Con base en las consideraciones
anteriores se escriben las ecuaciones para la generacion de biomasa, y el transporte

glucosa.

5.1. La produccion de biomasa
La generacion de biomasa durante el proceso de crecimiento de Aspergillus
niger depende de la difusién y del consumo de la glucosa por el micelio. En este

trabajo se hace la suposicion de que el crecimiento sigue un comportamiento logistico
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limitado por un méaximo en la concentracién de biomasa (x,), y esta dado por la

m

siguiente expresion para la tasa de produccion de biomasa (R, ).

dx X G
= 1-—= || —S
dt ﬂm’“"‘x( X j(KG+GSj G.1)

Donde la concentracién de biomasa (x), esta dada por x=-h,; hn corresponde a el

espesor del micelio, un.x corresponde a la tasa especifica de crecimiento, y Kg es la

constante de saturacion media de la glucosa.

5.2. El transporte y consumo de glucosa

El balance de glucosa en el medio soélido depende de la tasa de difusion en el
medio solido y de su consumo por el micelio para el crecimiento y manutencién en la
parte superior de la placa de agar. Por lo cual la tasa de acumulacién de glucosa en el

medio solido se expresa de la siguiente forma;

0Gq 0°G
-D S
5.0, (29 52

Donde el transporte de glucosa en el medio ocurre por difusion de modo que D,

corresponde al coeficiente efectivo de difusiéon de la glucosa en el medio sélido.

5.3. Las condiciones inicial y de frontera
La condicion inicial representa el inicio de la germinacion de las esporas sobre
la membrana, y corresponde a la concentracion inicial de biomasa inoculada en cada

uno de los experimentos realizados, asi que al tiempo inicial:

t=0 x(0) = X, (5.3.)

46



El Modelo Matemditico de Crecimiento Global de Biomasa
GS(O, ys):Gs) (5.4.)

Las condiciones de frontera representan la situacion fisica del sistema de estudio, vy
para el caso del crecimiento global de biomasa de un hongo filamentoso sobre un
medio sélido son las siguientes: (1) en el medio sélido (agar) en contacto con la base

de la caja Petri (y;=0), esto es, el flux de glucosa es igual a cero debido a la

impermeabilidad del recipiente, (2) en la superficie del medio en contacto con el

micelio (ys=L,) el flux de glucosa es igual al flux de consumo de glucosa por la

colonia de hongo. Lo anterior se expresa como sigue:

oG
~0 s _0
Ys 0Y. (5.5.)
0Gs R.h,
=L - S _xm
Ys=Lp et 0Ye Yoo (5.6.)

Donde Y, ,.es el rendimiento del consumo de glucosa del microorganismo. De esta

forma las Ecuaciones 5.1 a 5.6 describen el transporte y consumo de glucosa en el

agar.

5.4. El modelo adimensional
Tomando las siguientes variables y coeficientes de adimensionalizacién vy
sustituyendo en las Ecs. 5.1 a 5.6, se presentan las ecuaciones del modelo de forma

adimensional obtenidas;

X D G K
Z:_) ZM :ﬁ,g: d;ts}/s:_S)K:_Gl
X LP GS) GSo
2:L2,Umax’ _Ys
¢| P De‘(A é,S LP
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La produccion de biomasa

El transporte y consumo de glucosa en el medio solido
o (2 55
Condicion inicial
6=0 2(0)=1 (5.9
7s(0,¢5) =1 (5.10.)
Condiciones de frontera
gs=0 S—2=0 (5.11.)
ot g 2 n)
¢s  GgYus\Le JU 2w \x+7s ),

5.5. La solucion numérica
La soluciéon numérica del modelo adimensional se llevo a cabo empleando el
método de colocacién ortogonal, usando polinomios de Legendre con 7 puntos

internos de colocacion (N=7) [80].

La produccion de biomasa

d v
_Z:¢|ZZ[1_LJ Su
de v I\ K+7s., (5.13.)

para toda i=1,..,N+2
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El transporte y consumo de glucosa en el medio solido

6}/81 NZ )
2575 (5.14.)
para toda i=2,..,.N+1
Condicion inicial
=0  »(0)=1 (5.15.)
7/51 =1
(5.16.)
para toda i=1,..,N+2
Condiciones de frontera
. N+2
i=1 ZA,ijj =0 (5.17.)
i=1
N+2
i=N+2 ZA\]+2]73 ¢I on[hmj[l_lj Vsvo =0
G Y></s Ly Im N\ K+7s,, (5.18.)

paratoda j=1,..N+2

Como resultado de la discretizacion espacial de la Ecuaciéon 5.8 y sus condiciones de
frontera, se obtuvo un sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias con condiciones
de frontera no lineales que fueron integradas numéricamente con un método de
Runge Kutta de cuarto orden acoplado al método de Broyden y usando las constantes
de la Tabla 5.1.
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Tabla 5.1. Valores de las constantes usadas y estimadas en la solucion numérica del

modelo de crecimiento global de biomasa.

Constante Valor

Yirs 0.5 9x/9c [21,57]

Ks 0.0025 g/cm? [69]

Dy, 5.4 x10° cm?*/h [81]

X 0.009 - 0.07 g/cm’ Datos experimentales

X, 0.14 - 0.35 g/cm’ Datos experimentales

Lo 0.6 cm Dato experimental

G, 0.05 - 0.25 g/cm’ Datos experimentales

. 0.0527-0.2125 1/h  Parametro estimado con el modelo de
crecimiento global de biomasa

h., 0.1 cm Dato experimental
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Capitulo 6. El Modelo Matematico de Crecimiento Radial

Una colonia micelial resulta de la germinacion de una espora que se desarrolla
bajo condiciones de crecimiento favorables, una caracteristica importante del
crecimiento micelial en sustratos sélidos es el incremento gradual de la longitud de la
colonia; segun Trinci [13], este incremento es funcion del crecimiento de las hifas
presentes en la zona periférica de la colonia y de la tasa de crecimiento especifica del

microorganismo.

Figura 6.1.Esquematizacion del crecimiento radial de un micelio de hongo sobre una
placa de agar y la difusién de glucosa.

El crecimiento micelial en medios sélidos es complejo, y se limita al tipo de superficie
sobre la que crece el microorganismo:, en la Figura 6.1 se presenta el sistema modelo
que describe el crecimiento radial del micelio en una placa de agar, en este sistema la
biomasa crece de forma homogénea y horizontalmente sobre la superficie del medio
solido, de modo que la glucosa difunde a través del medio (Gg hacia la superficie
donde se encuentra el micelio y al contacto con éste ingresa al interior del hongo por
difusién facilitada a través de las hifas. Es importante resaltar que el microorganismo
crece sobre una capa de agua superpuesta sobre la superficie del agar que se libera

del medio solido por hidrolisis.
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Las consideraciones que se tomaron en cuenta para desarrollar este modelo son las

siguientes:

Las esporas de A. niger son cultivadas en un punto central del medio sélido
(agar, enriquecido con glucosa).

El crecimiento de la colonia sélo se lleva a cabo en su zona periférica.

La colonia crece radial y simétricamente.

El crecimiento del micelio depende de la disponibilidad de una sola fuente de
carbono, y la transferencia por difusion de la glucosa en el agar obedece a la ley
de Fick.

El micelio tiene una densidad constante.

El crecimiento del micelio presenta un espesor constante.

El micelio se encuentra rodeado de una capa delgada de agua.

La colonia crece en la zona periférica del micelio con una tasa exponencial
maxima de modo que el modelo se basa en la cinética de Monod acoplada a una
ecuacion logistica.

El consumo de glucosa se debe sélo al crecimiento celular.

Este modelo se usara para predecir: el crecimiento radial del micelio; los perfiles de

concentracion en el medio y en el micelio, y para realizar la estimaciéon de los

parametros de transporte y reaccion a partir de mediciones experimentales del

cambio en el tiempo de la longitud del radio en la colonia de hongos.

6.1.

La produccion de biomasa

Al igual que el modelo de crecimiento global de biomasa, la generacion del

biomasa que ocurre durante el proceso de crecimiento de Aspergillus niger depende

de la difusion y del consumo de glucosa por el microorganismo, por lo que este

crecimiento sigue un comportamiento logistico limitado por un maximo en la

densidad de biomasa (xy) y esta dado por la Ec. 5.1.
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6.2. El transporte de glucosa

En este caso la acumulacion de glucosa depende su difusiéon en el medio sélido;
esta difusion se lleva a cabo de manera, tanto axial como radial. Debido a esto las
tasas de acumulacion de glucosa en el medio solido y en el agua que rodea al micelio

se expresan como sigue;

En el medio sélido

oGs _ o (azes L9%Gs 1 aGSJ
e ,

o 0z>  or* r or 6.1.)

En el agua que rodea al micelio

oG (aze 092G 1aGJ 6.2.)
=Dy, + +-——

E_ aym2 or* ror

Donde el transporte de glucosa en el medio ocurre por difusion, de modo que

Dy, corresponde al coeficiente efectivo de difusividad de la glucosa en el medio
solido, y debido a que el micelio se encuentra recubierto de una capa de agua, Dy es

el coeficiente de difusividad de la glucosa en agua.

6.3. Las condiciones inicial y de frontera
La condicion inicial para la biomasa corresponde a la cantidad inoculada; para la
glucosa es su concentracion inicial en el medio solido; y ya que no existe aun, es cero

para el agua que rodea al micelio, de tal forma que:

t=0 x(0) =X, (6.3.)
Gs(0,zr)=Gg (6.4.)
G(0,Y.r)=0 (6.5.)
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Las condiciones de frontera, que representan la situacion fisica de este caso de
estudio, son las siguientes: para la longitud axial en el medio sélido (1) la caja Petri es
impermeable a la glucosa (z=0), por lo tanto el flux de glucosa es igual a cero; (2) en
la superficie del medio en contacto con el micelio (z=L;) la concentracion de glucosa
es igual a la concentracion de glucosa en el agua que rodea al micelio, debido a que la
solubilidad de glucosa en agua es mayor a la concentracién de glucosa en el medio

para los diferentes casos de concentracién inicial de glucosa (1.9 kg/L) [82].

2-0 Gs _y (6.6.)
0z
oL .-G 6.7.)

Para la longitud radial en el medio sélido: (3) el flux de glucosa radial es igual a cero
en el centro del medio (r =0), debido a que tenemos un sistema simétrico; (4) el flux

de glucosa en el medio es cero en el punto r=I_ por presentarse un maximo en la

concentracion.

0G
=0 S =0
pp (6.8.)
oG
=1, (t S=0
r=h(t) (6.9)

Para la longitud axial del micelio: (5) el flux difusivo de glucosa en el medio es
idéntico al flux difusivo de glucosa en el micelio, ya que existe continuidad de fluxes

en el punto (y, =0) que equivale al punto del micelio en contacto con el medio, (6) el

flux de glucosa es igual a cero en el punto que el micelio esta en contacto con el aire

(y,=h.), ya que la glucosa no difunde en él.
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oG G

) b, - p
Ym ey oy 57 (6.10.)

Yo =h, —=0 6.11.)

Para la longitud radial en el micelio: (7) el flux de glucosa en el micelio es igual a cero

debido a que tenemos un sistema simétrico radial, y (8) en r=I_(t) se lleva a cabo el

crecimiento radial de la colonia por lo tanto el flux de glucosa es igual a el flux de

consumo glucosa de la colonia.

oG
r=0 —=0
S, 6.12.)
oG R
r=1_(t -D, —=_—%nh
m(t) o Ty (6.13.)

6.4. Frontera movil

El crecimiento de la colonia se da de forma radial, de modo que esta longitud
no es fija y se incrementa a medida que transcurre el tiempo de crecimiento del
microorganismo. Si se considera este crecimiento radial en el modelo, se presenta un

problema de frontera moévil.

Para dar solucion a este problema, se considera la transformacion de la coordenada

movil a una coordenada fija, por lo que se define la siguiente transformacion;

zzm (6.14.)

Una vez fija la coordenada que se modifica con el crecimiento radial de la colonia, A
sera 1 para todo tiempo de crecimiento. La tasa de acumulacion de glucosa tanto en

el medio sélido como en el agua que rodea al micelio depende de la posicién radial,
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usando relaciones estandar de frontera movil [83], tenemos que para el consumo de

glucosa en el medio solido;

0Gs| _0Gs| oG d2 6 1c
ot | ot|, o4 dt 6.15.)
di d(r .
En donde — = —| — |, ue es igual a
ot dt(ImJ v J
| g_rdlim
airj_"dt o __rd,__2d, (6.16.)
dell, | 2 | 2 dt I, dt
Sustituyendo la Ec. 6.16 en la Ec. 6.15 tenemos:
0Gs| _0Gg| 2 0Gsdl,
ot at|, I, 04 d 6.17.)

Reacomodando la Ec. 6.1 y sustituyéndola en la ecuacion anterior, se obtiene que la

acumulacion de glucosa en el medio solido esta dada por;

0G4
ot

0z>  or® r or 6.18.)

0°Gg  0’Gg 10G A 0Gg dl,
=Deu( e Sj+la/lsc1lt

A

Aplicando la definicién de frontera movil a la Ec. 6.2 y tenemos que para la glucosa en

el agua que rodea al micelio la acumulacion queda;

0°G %G 16(3] A oG d,

= —_— +— + =
; e””(aymz or> raor) 1,04 dt (6.19.)
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Al incrementarse radialmente la colonia la biomasa aumenta su volumen, por lo tanto
. . . . . d, .

si se define el flux de crecimiento radial de la colonia como: p,, e y se considera
que el crecimiento de biomasa es funcion de la tasa consumo de glucosa, el flux de

cambio de longitud de la colonia se representa con la siguiente ecuacion [83]:

dlm—iRI

Pwm E_ x'm (620)

6.5. El modelo adimensional

De forma adimensional las ecuaciones que describen el modelo quedan como

sigue:

La produccion de biomasa

d
_l:¢2x(1_ij(_7/'v' j (6.21.)
dr In \E+7u )|,
El flux de crecimiento
d X
== °g¢2x(l —7‘)(“”] (6.22.)
dr  py Im NK+Tw ),
El transporte de glucosa
En el medio sélido
075 D, |[Im, iGR2 L (Prs 1ars)|, Adysds
0t Dy [\ Lp J\0&* ) ¢*( 04 204 ¢ 04 dr (6.23.)
En el agua que rodea al micelio
M _ I, 2 7y +L 3’y +l67M +£a7M$ (6.24.)
or h, ) loc?) ¢*\ oA 104 ¢ 04 dr
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Condicion inicial

r=0 2(0)=1 (6.25.)
7s(0,£,4)=1 (6.26.)
7w (0,$y,4)=0 (6.27.)

Condiciones de frontera

En el medio soélido

0y
=0 > =0
g Y (6.28.)
=1 Ys=7w (6.29.)
0y
A=0 > =0
Py (6.30.)
oy
A=1 S =0
Py (6.31.)

En el agua que rodea el micelio

ayM DefA hm 87/3

-0 - —m

oy oc,, DefM L, 8¢ (6.32.)
OV

~1 Zim

[y oc, (6.33.)
O

A=0 =0
Py (6.34.)

59



El Modelo Matemdtico de Crecimiento Radial

En donde:
2= 2 =))((:, Y =g: 7s—g; : K:(ii r= ||3: t, §=ZP, i=l;, S =z:, g=||r:,
o=l o

6.6. La solucion numeérica

Se empleo el método de doble colocacion ortogonal para llevar a cabo la
solucion numérica del modelo adimensional en dos dimensiones, usando polinomios
de Legendre con 4 puntos internos de colocacion axiales (N =4) y 5 puntos internos
radiales (M =5) [80].

La produccion de biomasa

dz; Xij MMy
3 :¢2/’{i,j[1_ ,JJ N
dr I K+ Py,

(6.36.)
para toda i=1,...M +1
j=L..,N+2
El flux de crecimiento
%6 :X0§M+1¢ZZM+1(1_ZM+1J AH
dr  py Im N\K+7m,., (6.37.)
para toda i=1,...M +1
El transporte de glucosa
En el medio sélido (6.38.)
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o 1 Y dgMH
zBu?/s, 2ZBk,J’7/S<,J ZAH Vs, dr

M+1 k=2 M+1 k=2

paratoda i=2,..,M vy j=2,..N+1

En el agua que rodea al micelio

7y N+ | M A ¥ d
672' K }ZBH?/M” 2ZBk»i7Mk,l+zA«J7/Mk,,?Af (6.39.)

SM41 k=2 M+l k=2

paratoda i=2,.,M vy j=2...N+1

Condicion inicial

=0 7(0)=1 (6.40.)
7/3‘] =1 (64] )
Im =0 (6.42.)

paratoda i=2,.,M vy j=2,...N+1

Condiciones de frontera

En el medio soélido

M +1

j=1 D A, =0 (6.43.)
i=l1
J=N+2  y5. . =7, (6.44.)
para toda i=1,..M +1
. N+2
i=1 DA rs, =0 (6.45.)
j=1
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N+2

i=M +1 ZAMJ.;/%i =0
j=1

paratoda j=1,..,

En el agua que rodea el micelio

M +1

Mt
j=1 ZA,J/MH o rmZA N+27'S s
=l ol

ef

M+1

j=N+2 Z‘,'A\,Nu?/wlm+2 =0
i1

para toda i=1,...,

N+2

=1 ZALN/MI,J =
i=1

i=M +1

N+2

X, h VAVEEN My,
AM+ V4 M+l + ‘ ig +¢ZZ + [1_ : S
; B M YX/SGS" Im‘, m ML Am

para toda j=1,...,

La solucién numérica del modelo adimensional se llevé a cabo empleando el método
de colocacion ortogonal, usando polinomios de Legendre. Como resultado de la
discretizacion espacial de las ecuaciones del modelo y sus respectivas condiciones de
frontera, se obtuvo un sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias con condiciones
de frontera no lineales que fueron integradas numéricamente con un método de

Runge Kutta de cuarto orden acoplado al método de Broyden y usando los valores de

las constantes de la Tabla 6.1.

K+7/MM+],J

N+2

M +1

]:o

(6.46.)

(6.47.)

(6.48.)

(6.49.)

(6.50.)
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Tabla 6.1. Valores de las constantes usadas y estimadas en la solucion numérica del

modelo de crecimiento radial.

Constante Valor

Dy, 5.4 x 10% cm?*/h [81]

Dy, 5.4 x 10% cm?*/h [81]

Du 0.09 g/cm’ [60]

Ke 0.0025 g/cm? [69]

/s 0.5 9x/g [21, 57]

X 0.009 -0.07 g/cm’ Datos experimentales

X 0.14-0.35 g/cm’ Datos experimentales

Lp 0.6 cm Dato experimental

Gq 0.05 - 0.25 g/cm’ Datos experimentales

. 0.0527 -0.2125 1/h Parametro estimado con el modelo de
crecimiento global de biomasa

L, 0.4 cm Dato experimental

h, 0.1 cm Dato experimental
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Resultados y Discusion

Capitulo 7. Resultados y Discusion

En este capitulo se discuten los resultados experimentales del crecimiento de
Aspergillus niger, y las predicciones de los modelos de crecimiento global de biomasa

y crecimiento radial del micelio.

El crecimiento de Aspergillus niger sobre el medio solido (agar enriquecido con
glucosa) se llevo a cabo de 2 formas: el crecimiento de biomasa (inoculacion tipo
césped) y el crecimiento en colonias (inoculacién por piquete). El primero se realiz6
con el objeto de cuantificar el peso seco de biomasa total por cm? de superficie de
agar y el segundo para el seguimiento del crecimiento radial de la colonia, asi como la
cuantificacion de las propiedades morfométricas de las hifas, tales como la longitud y

el diametro promedio.

Para estos experimentos se emplearon concentraciones de glucosa 50, 100, 150, 200
y 250 g/L en los medios de agar. A continuacion se presentan los resultados
obtenidos de los experimentos realizados para el crecimiento global del micelio y el
crecimiento en colonias, y los resultados de las simulaciones hechas con cada uno de

los modelos.

7.1. Crecimiento global de biomasa de A. niger

En la Figura 7.1 se muestran los datos experimentales y de simulacion con el
modelo de crecimiento global de la evolucion del peso seco de biomasa de Aspergillus
niger por cm? de superficie de agar para cada una de las concentraciones iniciales de
glucosa, al hacer inoculacion tipo césped. De estos experimentos se observa que la
evolucion de la biomasa total del micelio present6 cuatro caracteristicas importantes:
(1) un crecimiento sigmoidal para todas las concentraciones iniciales de glucosa
utilizadas; (2) una fase “lag” o de adaptacion al medio hasta las 20 horas de
crecimiento; (3) una fase de crecimiento exponencial y, (4) una desaceleracion lenta

posterior a la fase de crecimiento exponencial (a partir de las 90 horas).
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Aunque la biomasa continudé incrementandose durante la desaceleracion del
crecimiento, la experimentacion se suspendio a las 145 horas con el objeto de

caracterizar, en todo este tiempo el crecimiento del hongo.

Para concentraciones mayores a 200 g/L el microorganismo es afectado por un
proceso de inhibicion debido a la alta concentracion de glucosa, lo cual podria estar
relacionado con el requerimiento energético del hongo; ya que a menores
concentraciones de glucosa en el medio, éste cuenta con los recursos energéticos
suficientes para llevar a cabo la generacion de biomasa, pero a medida que se
incrementa la concentracién se requiere de un mayor consumo de las fuentes
energéticas del metabolismo (ATP, ADP y NADH"), que el microorganismo no es capaz

de generar, ocasionando una disminucién en la generacion de biomasa.

40
351 7
30 7
NE 25 = -
(@]
® s0gL
s B 100gL
o 20 & 150gL a
€ X 200glL
= A 250gL
15 .
10 B
s i
O | | | |
0 20 40 60 80 100 120
tiempo, h

Figura 7.1. Perfiles de la evolucion del peso seco de biomasa de A. niger por cm?de
superficie de agar, a diferentes concentraciones iniciales de sustrato. Los puntos
corresponden a los datos experimentales y las lineas sélidas a la simulacion

empleando el modelo de crecimiento global de biomasa.
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Un comportamiento similar para el crecimiento de Aspergillus niger sobre un medio
solido fue observado por Larralde [12], en donde se diferencian claramente las fases
lag, crecimiento exponencial y desaceleracion. En ese estudio se llevaron a cabo
experimentos a 10, 40, 70, 120 y 300 g/L de glucosa, y se concluye que el
crecimiento de este microorganismo presenta una inhibicibn a una concentracion

inicial mayor a 300 g/L de glucosa.

7.1.1. La prediccion del crecimiento global de biomasa

El modelo matematico para el crecimiento global de biomasa; representado por
las Ecs. 5.1-5.6, predice el crecimiento global de Aspergillus niger acoplado al
transporte de glucosa en el medio sélido; sin embargo, es importante enfatizar que
este modelo solo describe, a nivel macroscépico, a un sistema biolégico donde la
serie de reacciones metabdlicas que se llevan a cabo han sido agrupadas en una sola
expresion cinética; la de consumo de glucosa. En la Figura 7.1 se puede observar que
el modelo de crecimiento global de biomasa predice satisfactoriamente las
observaciones experimentales de la evolucion del crecimiento de A. niger, para los

diferentes valores en la concentracion inicial de glucosa en el medio.

Segun algunos investigadores, el crecimiento de biomasa fungica en medios sélidos
genera gradientes en la concentracion de los nutrientes del medio [36-39]; en este
estudio no se contd con las herramientas necesarias para realizar la medicién de los
perfiles de la concentracién de glucosa en el medio, sin embargo, el modelo

propuesto contempla este comportamiento fisico.

En la Figura 7.2, se presenta la prediccion de los perfiles axiales de la concentracion
adimensional glucosa en el medio sélido a un tiempo 120 h de crecimiento de A.
niger, en donde se puede apreciar la generacion de gradientes de la concentracion
adimensional e glucosa en el agar para todas las concentraciones iniciales de glucosa

utilizadas.
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Figura 7.2. Prediccion de los perfiles axiales de concentracion de glucosa en el medio
solido a un tiempo de 120 h de crecimiento de Aspergillus niger empleando el modelo

de crecimiento global de biomasa.

En las simulaciones realizadas se mantuvo constante el coeficiente efectivo de
difusion de glucosa en el agar, ya que se ha reportado que el valor de este parametro
corresponde al coeficiente de difusion de la glucosa en agua para las concentraciones
iniciales de glucosa utilizadas [81], los valores de los coeficientes de rendimiento y de

saturacion media de glucosa también se mantuvieron constantes.

7.1.2. La tasa especifica de crecimiento

A partir de las mediciones experimentales de la evolucion de la concentracion
global de biomasa se estimaron los valores de la tasa especifica de crecimiento, u_.
En la Tabla 7.1 se presentan los valores encontrados para este parametro; éstos
presentan un comportamiento inversamente proporcional a la concentracion inicial de

glucosa, por lo que se puede concluir que el crecimiento esta relacionado con la
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concentracion inicial de sustrato, ya que u__ engloba las diferentes reacciones
metabdlicas del crecimiento de los microorganismos y este parametro se modifica a

medida que se aumenta o disminuye la concentracion inicial de glucosa en el medio.

Tabla 7.1 Tasa especifica de crecimiento para el modelo de crecimiento global de

biomasa.
Concentracion, g/L Mmax, 1/h
50 0.2125
100 0.1125
150 0.0935
200 0.0847
250 0.0813

7.1.3. La simulacion del crecimiento utilizando el modelo de
crecimiento global de biomasa variando Dy,

Una vez revisadas las predicciones del modelo de crecimiento global de biomasa
se llevd a cabo un estudio de la sensibilidad paramétrica del coeficiente efectivo de
difusion de glucosa en el agar; ya que este parametro es de suma importancia en el
proceso de crecimiento de los hongos filamentosos sobre un medio solido, pues
representa el factor limitante en el transporte de los nutrientes; el cambio en este
parametro obedece a variaciones en el medio o soporte en el que se lleve a cabo el

crecimiento fungico.

Hasta este punto el coeficiente efectivo de difusion de glucosa en el agar se mantuvo
constante (5.4x10° cm?/h) en todas las simulaciones realizadas; para determinar el
efecto de este parametro en la evolucién de la concentracién de biomasa del
Aspergillus niger, y en consecuencia de los perfiles de la concentracién de glucosa del

medio solido, se realizaron simulaciones con tres valores de Dy, 5 los cuales se

encuentran dentro del rango de 6rdenes de magnitud reportados en la literatura [81],

manteniendo sin variaciones las demas constantes del modelo (., Ks, Yxs, Lp, €tC).
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En la Figura 7.3.a se presentan los perfiles axiales de la concentracion de glucosa en
el medio solido a un tiempo de 120 horas del comienzo del crecimiento de A. niger a
una concentracion inicial de glucosa de 250 g/L, en esta se observa que al disminuir

el valor de la Dy en un orden de magnitud (1.7x10° cm?/seg), las resistencias

difusionales son mayores, generando gradientes en la concentracion de glucosa a lo
largo de la placa de agar, de aproximadamente el 80%; lo anterior se refleja en una

disminucion en el crecimiento de biomasa (Figura 7.3.b).
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Figura 7.3. Efecto de la variacion del coeficiente efectivo de difusidén sobre la
prediccién con el modelo de crecimiento global de biomasa de los perfiles de la
concentracion adimensional de glucosa en el medio sélido (a), y de la evolucion del
peso seco de biomasa por cm? (b), para una concentracion inicial de glucosa de 250

g/L, = 9.0x10° cm?/seg, — == 5.4x10° cm?/seqg, --- 1.7x10° cm?/segq,

Por otra parte al incrementar este parametro (9.0x103 cm?/seg), el transporte de la
glucosa dentro del medio solido se facilita ocasionando menores gradientes de

concentracion y una mayor produccion de biomasa. Estos resultados confirman que si,
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se encuentra un medio o soporte que facilite el transporte de los nutrientes al

microorganismo favorecera la produccion de biomasa.

7.1.4. Alternativas del modelo de produccion de biomasa

Existen dos puntos de vista en cuanto a la prediccion macroscopica del crecimiento
micelial: (1) que la velocidad de crecimiento se encuentra limitada por la
concentracion de sustrato, de acuerdo con la ecuacion de Monod (Ecuacion 2.1) [25];
(2) que la velocidad de crecimiento esta limitada por la concentracion de biomasa, de
acuerdo con la ecuacion logistica (Pearl-Verlhust) [55]. Sin embargo, ninguna de éstas
contempla la interaccién entre estos dos factores limitantes, lo cual es importante
debido a que como se puede observar en los resultados experimentales; la
concentracion de biomasa se encuentra relacionada con la concentracién de sustrato
en el medio. Por ello, en este trabajo se propone el uso de una cinética que contempla
las limitaciones debidas a la concentracion de sustrato y de biomasa, dada por la

Ecuacion 5.1, que combina la ecuacion logistica con la de Monod.

En la Figura 7.4 se presenta una comparacion de los perfiles de produccion de
biomasa utilizando las ecuaciones de Monod, Logistica-Monod vy los datos
experimentales. En esta figura se muestra que ambos modelos predicen la tendencia
experimental, sin embargo el modelo utilizado en este estudio (Logistica-Monod)
ajusta mejor a los datos experimentales, sobre todo a altas concentraciones de
glucosa inicial; en estas simulaciones se utilizaron los valores experimentales de la
maxima produccion de biomasa x, a las diferentes concentraciones iniciales de
glucosa. Los valores de um.x usados fueron los estimados con los datos
experimentales y el modelo de crecimiento global de biomasa y se mantuvieron

constantes los demas parametros del modelo.
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@ tienpo, h (b) tienpo, h

Figura 7.4. Prediccion con el modelo de crecimiento global de biomasa de los perfiles

de la evolucion de la concentracion de peso seco de biomasa por cm?a 250 (@) y 150

g/L (b) empleando las cinéticas de crecimiento tipo == Monod, - —Logistica-Monod y

¢ datos experimentales.

El fendmeno de difusion de la glucosa del medio sélido obedece a la ley de Fick, de
modo que en el modelo sélo se modifica la ecuacién de produccion de biomasa, y por
lo tanto los perfiles de concentracion de la glucosa en el medio solo se ven afectados

por la generacion de biomasa fungica.

En la Figura 7.5 se muestran los perfiles axiales de la concentracion de la glucosa en
el agar a las 120 horas del crecimiento, en ésta se observa que la ecuacién de Monod
predice los perfiles de glucosa en el sustrato con un comportamiento de decaimiento
similar para cada concentracion inicial de glucosa, sin embargo se produce un
agotamiento de los nutrientes que esta relacionado con una mayor produccién de
biomasa (Figura 7.4); por otro lado la ecuaciéon de crecimiento logistica-Monod
también predice comportamientos similares en los perfiles de glucosa para cada

concentracion inicial de glucosa, llegando a un crecimiento total del microorganismo
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sin el requerimiento total de los nutrientes; lo que nos muestra que estos perfiles se
ven afectados por la produccion de biomasa sobre el transporte de la glucosa en el

medio.

7., concentracion adimensional de sustrato

S

0 0.2 (;.4 O‘.6 0.8 1
C . longitud adimensional
Figura 7.5. Prediccion con el modelo de crecimiento global de biomasa de los perfiles
axiales de la concentraciéon adimensional de glucosa en el medio sélido a diferente
concentracion inicial de glucosa, =250 g/L, ——150 g/L y ---50 g/L, empleando las
cinéticas de crecimiento tipo Logistico - Monod (lineas gruesas) y Monod (lineas

suaves).

7.2. Crecimiento radial de A. niger

Para el crecimiento en colonias de A. niger se llevo a cabo el seguimiento del
cambio del diametro de las colonias en funcion del tiempo, en la Figura 7.6 se
presentan los perfiles de la evolucion de este parametro para las diferentes

concentraciones iniciales de glucosa.
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Figura 7.6. Perfiles de evolucion de la longitud radial de A. niger a diferentes
concentraciones de sustrato inicial (izquierda). Fotografia del crecimiento micelial de

Aspergillus niger en un medio solido inoculado por piquete (derecha).

Como fue establecido por Trinci para Aspergillus nidulans y para otros
microorganismos fungicos [10], en este estudio la evolucién de la longitud radial del
micelio de Aspergillus niger presenta una alta circularidad en las colonias del hongo y
un aparente incremento lineal para todas las concentraciones iniciales de glucosa,
este comportamiento lineal corresponde a la fase exponencial de produccion de

biomasa.

7.2.1. La velocidad de extension radial

Si el radio de la colonia de A. niger se incrementa de forma lineal con el tiempo
en la fase de crecimiento exponencial es posible determinar la velocidad de extension
radial, u, [10]. En este estudio este parametro fue determinado como la pendiente de
la curva de los perfiles de evolucion de la longitud radial para cada una de las

concentraciones iniciales de glucosa. Considerando que en el intervalo de tiempo
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estudiado el crecimiento es constante, el cambio en la longitud radial del micelio varia

linealmente con el tiempo.
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Figura 7.7. Velocidad de extension radial de A. niger a diferentes concentraciones

iniciales de glucosa.

En la Figura 7.7 se presentan los valores de la velocidad de crecimiento (u;), calculados
como una funcién de la concentracién inicial de glucosa, y se puede apreciar que este
parametro presenta su maximo valor a 100 g/L de concentracion inicial glucosa: para
concentraciones altas mayores a 150 g/L de glucosa, u. disminuye conforme la
concentracion inicial de glucosa se incrementa, un comportamiento similar fue el
observado por Larralde [12], quien establece un maximo en la u. a 70 g/L y una

disminucion de este parametro a concentraciones mayores a 120 g/L.

Fisicamente este comportamiento podria reflejarse en la disminucién de la tasa de

producciéon de las hifas distales de la zona periférica; ocasionando una disminucion
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en la longitud radial de la colonia. Sin embargo, la concentracion maxima de biomasa
es mayor a medida que aumenta la concentracion inicial de glucosa (Figura 7.1), por
lo tanto la disminucion en la velocidad de la produccion de las hifas distales podria
estar acompanada de un incremento en las ramificaciones dando como consecuencia

un aumento en la densidad del micelio [13].

7.2.2. El diametro y la longitud promedio de las hifas

Para las colonias de A. niger se llevo a cabo la medicién de los parametros
morfométricos de las hifas distales, que se encuentran al borde de las mismas, desde
los extremos hasta la interseccion con la primera ramificacion. En la Tabla 7.2 se
presentan los valores del diametro d, y de la longitud promedio L,, correspondientes

a cada una de las concentraciones iniciales de sustrato.

Tabla 7.2. Valores de los parametros morfométricos hifales

Concentracion, g/L d, um Lay, um
50 4.64 + 0.96 274.5 £ 152.6
100 4.51 +0.84 236.0 +£ 149.3
150 4.25 +0.79 225.3 £+ 133.2
200 3.76 + 0.57 200.7 = 96.5
250 3.28 +0.43 176.7 + 78.8

En esta tabla se puede observar que los parametros morfométricos presentan un
comportamiento inversamente proporcional a la concentracion inicial de glucosa, esta
variacion debida a la fuente de carbono fue también observada por Larralde [12, 69],
encontrando que el didametro promedio de las hifas decrece a medida que se aumenta
la concentracion de glucosa inicial. Actualmente no se tiene claro cuales son los
factores que provocan dicho comportamiento, sin embargo algunos autores han
establecido hipotesis en las que argumentan que las condiciones del medio alteran la
morfologia hifal, ya que el aumento en la concentracion de sustrato inhibe los
procesos de formacion y velocidad de rigidez de la pared hifal de las puntas recién

formadas [84], y la velocidad de desplazamiento de la estructura citolégica (cuerpo

77



Resultados y Discusion
apical) encargado de acumular a las vesiculas que crean la pared hifal [11], lo que

genera una disminucion en los parametros morfolégicos de la hifa.

7.2.3. La prediccion del crecimiento radial de la colonia

Los hongos filamentosos crecen de diversas formas dependiendo de la manera
en que son inoculados. Como se dijo anteriormente, en este trabajo se llevaron a cabo
dos tipos de inoculacion: en cespéd para el seguimiento de la biomasa total producida
(Figura 7.1), y en piquete para el seguimiento del radio de la colonia (Figura 7.6). El
modelo matematico desarrollado para el estudio del crecimiento del micelio permite
predecir el crecimiento radial de una colonia de Aspergillus niger que crece sobre un

sustrato solido.

radio de la colonia de A. niger, cm

0 | |
0 50 100 150

tiempo, h
Figura 7.8. Comparacion de los perfiles de evolucion de la longitud radial del micelio

A. niger a las diferentes concentraciones de glucosa inicial, los puntos representan los

datos experimentales y las lineas las predicciones del modelo.
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La Figura 7.8 muestra la prediccion con el modelo de crecimiento radial de la
evolucién del radio del micelio de A. niger para las diferentes concentraciones
iniciales de glucosa utilizadas. Al comparar los datos experimentales con estas
predicciones se puede apreciar que el modelo de crecimiento radial desarrollado
predice adecuadamente las observaciones experimentales, para todo el rango de

concentraciones iniciales de glucosa.

Este resultado da la pauta para la realizacién de un estudio sobre la interaccion del
transporte de nutrientes en el medio sélido y en el agua que rodea al
microorganismo, sobre la produccién de biomasa; ya que el modelo también permite
predecir los perfiles axial y radial de concentracién de glucosa, tanto en el medio

solido como en el agua que rodea al micelio.

7.2.4. La prediccion de los perfiles concentracion de biomasa y

glucosa

En las Figuras 7.9 a 7.11 se presentan los resultados de la simulaciéon para una
concentracion inicial de glucosa de 100 g/L; en ellas se puede observar que el modelo
de crecimiento radial desarrollado permite predecir los perfiles de concentracion de la
biomasa, de la glucosa en el sustrato, y en el agua que rodea al micelio, tanto axial

como radialmente.

El modelo propuesto de crecimiento radial de la colonia supone que la reaccion de
crecimiento se da en la periferia del micelio, no considera la acumulacion de biomasa
en al centro del micelio; por tanto como lo muestran los perfiles de produccion de
biomasa, el crecimiento micelial se concentra en la periferia de la colonia. En la Figura
7.9 se observa que al comienzo del crecimiento micelial, la producciéon de biomasa se
incrementa radial y homogéneamente desde la zona centro de la superficie del agar
(29 horas); a medida que transcurre el tiempo (47 horas), este crecimiento es mayor
en la zona periférica del micelio, hasta que a largos tiempos esta produccion se

mantiene (142 horas). Experimentalmente se ha demostrado [37], que Ila
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concentracion de biomasa de la colonia se incrementa de forma lineal en la periferia
del micelio y permanece constante: o con una pequefia disminucion en la region
central de la colonia; por lo que el modelo nos da una idea del comportamiento radial

del crecimiento de biomasa.

Axialmente los perfiles de produccibn de biomasa no presentan gradientes
importantes, esto puede deberse a que la longitud axial del micelio es mucho menor
con respecto a la longitud radial y el crecimiento no tiene efecto sobre esta

coordenada.
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Figura 7.9. Perfiles radial (izquierda) y axial (derecha) del peso seco de biomasa por

cm?, a diferentes tiempos del crecimiento fungico.

En la Figura 7.10 se presentan los perfiles de la concentracion de glucosa en el agua
que rodea al micelio; los perfiles radiales nos muestran que la maxima concentracion
de nutrientes siempre se encuentra en la periferia del micelio en crecimiento, esto se
ve reflejado en una mayor produccién de biomasa en esta zona. Este comportamiento

es consecuencia del transporte por difusién que se lleva a cabo en el medio sélido.
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Los perfiles axiales de glucosa en el agua que rodea al micelio presentaron gradientes
insignificantes, lo que deja claro que el microorganismo crece mas radialmente

debido a que la mayor fuente de alimentacién se encuentra en la frontera radial.
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Figura 7.10. Perfiles radial (izquierda) y axial (derecha) de la concentracion
adimensional de glucosa en el agua que rodea al micelio, a diferentes tiempos del

crecimiento fungico.

Como se ha mencionado el modelo de crecimiento radial permite predecir los
gradientes de glucosa generados en el medio debido al consumo del microorganismo.
En la Figura 7.11 se observa que radialmente la glucosa disminuye en mayor
proporcion en la zona céntrica por debajo de la colonia hasta llegar al 40% de la
concentracion inicial de glucosa en el medio. En la periferia de la colonia la
concentracion es mayor presentando una disminuciéon de hasta el 50% de la

concentracion inicial a tiempos largos del crecimiento.

En la coordenada axial los gradientes de concentracion de glucosa son pronunciados,

observandose que la produccion de biomasa a través del tiempo tiene un efecto
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importante sobre la concentracion de glucosa en el medio solido. Estos resultados
validan los comportamientos observados tanto para la produccién de biomasa como

para los perfiles de glucosa en el agua que rodea al micelio.

Los resultados mostrados hasta el momento concuerdan con los estudios
experimentales realizados por varios investigadores. En el estudio desarrollado por
Robson y colaboradores [36], demostraron que el crecimiento en el radio de la colonia
de R. cerealis produce disminuciones en la concentraciéon de la glucosa del medio, y
que los perfiles de concentracion de glucosa radiales desarrollados presentan formas
similares para cada concentracion de glucosa utilizada (10, 25 y 50 mM). En la
experimentacion llevada a cabo por Robson, a los 6 dias del crecimiento del
microorganismo las colonias habian crecido aproximadamente hasta la mitad de la
longitud del medio que, inicialmente contenia una concentracion de glucosa 50 mM, a
este tiempo del crecimiento en el centro del medio por debajo de las colonias esta
concentracion se habia agotado. Axialmente observaron diferencias notables entre la
concentracion superficial y la concentracién en los fondos del medio que tenia una

profundidad de 1.6 mm.

Asi mismo Olsson [37], en un estudio del crecimiento de Fusarium oxysporum sobre
agar enriquecido con glucosa y fosfato, ratifica la generacion de los gradientes de
concentracion de los nutrientes en el medio sélido ocasionados por el crecimiento
radial de la colonia fungica, pero a diferencia de Robson, Olsson establece que
axialmente se forman gradientes mas o menos apreciables dependiendo de la
profundidad del medio solido; llegando a ser mas pronunciados en sustratos mas

profundos debido a un efecto de la difusion de los nutrientes.
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Figura 7.11. Perfiles radial (derecha) y axial (izquierda) de la concentracion

adimensional de glucosa en el sustrato, a diferentes tiempos del crecimiento flngico.

7.2.5. La tasa especifica de crecimiento

Con el modelo de crecimiento radial fue posible estimar el valor de la tasa
especifica de crecimiento para cada una de las concentraciones iniciales de glucosa.
Del mismo modo que para el modelo de crecimiento global de biomasa, este
parametro mostré un comportamiento inverso a la concentracién inicial de glucosa,
obteniéndose el valor mas alto (0.112 h') para la menor concentracion inicial de
glucosa (50 g/L); mientras que el valor menor para g €stimado (0.0527 h'), fue para

la mayor concentracion inicial de glucosa (250 g/L).

Estos resultados ratifican lo obtenido con el modelo de crecimiento global de biomasa
en el se establece que . esta intimamente relacionado con las propiedades
morfométricas del microorganismo, las cuales juegan un papel importante en el
mecanismo de obtencion de nutrientes y por consecuencia en la evolucion de

crecimiento de biomasa.
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Tabla 7.3. Valores obtenidos de la tasa especifica de crecimiento para el modelo de

crecimiento radial.

concentracion, g/L ymaxs 1/h
50 0.1120
100 0.0932
150 0.0873
200 0.0634
250 0.0527

7.2.6. Efecto de la variacion de la concentracion de glucosa sobre los

parametros morfométricos y de crecimiento de A. niger

Como se puede ver en las Tablas 7.2 y 7.3 tanto los parametros morfométricos
de las hifas y la tasa especifica de crecimiento de A. niger presentan una relacién
inversa con la concentracion inicial de glucosa del medio solido. En la Figura 7.12 se
presenta la tasa maxima de crecimiento estimada con el modelo de crecimiento radial
en funcion del diametro promedio de las hifas; en esta figura se muestra que para las
diferentes concentraciones iniciales de glucosa la tasa especifica de crecimiento

presenta una relacion lineal con el diametro hifal.

Los resultados presentados hasta el momento muestran la forma en que afecta la
concentracion inicial de glucosa las propiedades morfométricas y de transporte
durante el crecimiento de A. niger en un medio solido, asi como la produccion de
biomasa total. Estos resultados concuerdan con el estudio realizado por Larralde [12],
en el que se destaca el hecho de que el crecimiento de biomasa muestra inhibicion

debida a la concentracion inicial de glucosa en el medio soélido.
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Conclusiones

En este estudio se analizaron experimentalmente los efectos de la
concentracion inicial de glucosa en el medio sélido (agar) sobre el crecimiento de
Aspergillus niger. Macroscopicamente, en funcion de la concentracion de la biomasa y
del diametro de la colonia de hongo, y microscépicamente midiendo el diametro y la

longitud promedio de las hifas.

Se encontré que para concentraciones mayores a 200 g/L el crecimiento de biomasa
global enfrenta un proceso de inhibicion debida a la alta concentraciéon de sustrato en
el medio. También se concluyé que los parametros morfométricos de las hifas se ven
afectados de manera inversamente proporcional a la concentracién inicial de glucosa,
por lo que se puede decir que el crecimiento y morfologia del microorganismo se

encuentran determinados por la concentracion inicial de glucosa del medio.

Usando los modelos de crecimiento global de biomasa y radial de la colonia, y los
datos experimentales de produccion de biomasa (crecimiento global de biomasa) y del
cambio en el diametro de la colonia de A. niger (crecimiento radial) se estimd la tasa
especifica de crecimiento a las diferentes concentraciones iniciales de glucosa,
encontrandose que al igual que los parametros morfométricos de las hifas, la tasa
especifica de crecimiento presenta una relacion inversamente proporcional a la

concentracion inicial de glucosa.

Los dos modelos propuestos para describir el crecimiento macroscépico predicen
satisfactoriamente los resultados experimentales del crecimiento global y radial de
Aspergillus niger sobre un medio sélido. Ademas de que permiten predecir los

perfiles de concentracion de glucosa al interior del medio sélido.

En estos modelos, a diferencia de otros estudios, fueron consideradas las limitantes
debidas a la glucosa como nutriente en el modelo cinético de produccion de biomasa
ya que, se incorpora al modelo de crecimiento de tipo logistico una cinética de Monod

que incluye el efecto de la concentracion de sustrato. Ademas en estos modelos, los
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fendmenos de transporte de glucosa en el sustrato y en el micelio (para el modelo de

crecimiento radial) fueron acoplados al término de generacion de biomasa.

Otro aspecto de importancia que incluye el modelo matematico de crecimiento radial
es el término de frontera mévil que permite establecer el cambio de la longitud del
micelio en el tiempo, asi como los perfiles de concentracién de glucosa, tanto en el

sustrato solido como en el micelio.
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