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Resumen

RESUMEN

El cultivo en medio sélido se considera como una alternativa viable al tradicional
cultivo sumergido o en medio liquido. Sin embargo, la falta de datos técnicos para
el escalamiento de estos procesos ha limitado su aplicacion a nivel piloto e

industrial.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la agitacion sobre la produccion
de CO; en cultivos de hongos septados y no septados. Como hongo septado se
eligié una cepa de Aspergillus versicolor y como hongo no septado se eligido una
cepa de Rhizopus microsporus. Ambos microorganismos se eligieron por sus altas
tasas de produccion de CO,, su morfologia y porque son consideradas

termotolerantes.

Como soporte se eligié aserrin de pino lavado y tamizado (0.42 mm — 3.36 mm)
debido a su alta capacidad de retencién de agua (2.78 g/gms) y alta resistencia
mecanica. Ademas, es un material econémico, disponible y, por su composicién

rica en carbohidratos estructurales, puede considerarse como un soporte inerte.

Se desarroll6 una estrategia de ajuste por intervalos discretos para la estimacion
de los parametros cinéticos a través del modelo logistico. Con esta estrategia se
pudo establecer un criterio de seleccidon de la seccién simétrica de la curva de
produccion de CO, y estimar de manera confiable los parametros cinéticos

asociados a la produccion de COa.

Posteriormente, se evalué el efecto de la temperatura sobre la produccién de CO,
y sobre la tasa especifica de produccion de CO,. Se concluy6 que la temperatura
de incubacion para los cultivos de ambos microorganismos en reactores tubulares

y de tanque horizontal debe ser de 37.5 °C.
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Resumen

Se evaluo el incremento de temperatura en direccion axial y radial en reactores
tubulares gruesos (4.5 cm de diametro). El gradiente de temperatura radial fue de
1.2 °C con R. microsporus y de 2.8 °C con A. versicolor. El gradiente de
temperatura en direccion axial resultdé significativamente menor 0.25 °C con R.
microsporus y de 1.45 °C con A. versicolor. Estos incrementos de temperatura no
fueron nocivos para la produccién de CO, para ninguno de los microorganismos.
En el reactor de tanque horizontal sin agitacion se registro la temperatura en las
corrientes de entrada y salida de air, obteniendo gradientes de 2.19 °C con A.
versicolor de 0.98 °C con R. microsporus.

Finalmente, se evalu6 el efecto de la agitacion sobre la produccion de CO; con
ambos microorganismos. En los cultivos con el hongo septado (A. versicolor), la
agitacion mejor6 la tasa de produccion de CO;, en un 26 % y ademas hubo una
disminucién significativa sobre el gradiente de temperatura axial que fue de 1.78
°C. En los cultivos con el hongo no septado (R. microsporus) la tasa de produccién
de CO, mejor6 en un 133 %. En este caso el gradiente de temperatura axial fue de
1.60 °C. En el cultivo con hongos no septados se indujo la forma levaduriforme de

R. microsporus.
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Abstract

ABSTRACT

Solid state culture is considered as an alternative to traditional submerged or liquid
culture. However, the lack of technical scale up knowledge has limited its
application at pilot and industrial scale.

The aim of this work was evaluate the effect of mixing over the CO, production in
cultures of septate and non-septate fungi. As septate and as non septate fungi
strains of Aspergillus versicolor and Rhizopus microsporus respectively were
selected. Both microorganisms were chosen due to their high CO, production rate,

their morphology and because they show a certain grade of thermotolerance.

As support, washed and sieved sawdust (0.42 mm — 3.36 mm) was selected due to
holding water capability (2.78 g/gms) and its mechanical resistance. Also, this is a
cheap material, easily acquirable and for its composition rich in structural

carbohydrates can be considered as an inert support.

A strategy for data adjustment by discrete intervals was developed for the
estimation of kinetic parameters. With this strategy we were able to establish a
criterion of selection of the symmetric section for the CO, production curve and

estimate the kinetic parameters related to CO, production.

The effect of temperature over CO, production and specific CO, production rate
was assessed. It was established that incubation temperature for both

microorganisms must be 37.5 °C.

The increase of temperature in axial and radial direction in thicker tubular reactors
(4.5 cm of diameter) was evaluated. The radial temperature gradient was 1.2 °C in

R. microsporus cultures and 2.8 °C in A. versicolor cultures. The axial direction
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Abstract

gradient was significantly less, 0.25 °C in R. microsporus cultures and 1.45 °C in A.
versicolor cultures. These temperature increments were not harmful for none of
these microorganisms. Measurement of temperature at the input and output air
current in the horizontal tank reactor allowed determining temperature gradients of

2.19 °Cin A. versicolor cultures and 0.98 °C in R. microsporus cultures.

Finnally, the effect of mixing over CO, production was assessed in both
microorganisms. In the cultures of the septated fungi (A. versicolor), the
intermittent mixing improved the CO, production rate in 26 % and also the
temperature gradient was significantly less, 1.78 °C. In cultures of non-septated
fungi (R. microsporus) the CO, production rate increased 133 %. In this case,
temperature gradient was 1.60 °C and a dimorphism phenomenon from mycelium

to single cells was induced.
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1. INTRODUCCION

El cultivo en medio sélido es una alternativa al tradicional cultivo sumergido
(Schutyser y col., 2003) y se caracteriza por el crecimiento de microorganismos
sobre sustratos solidos humedos con bajo contenido de agua libre y aire como

fase continua (Schutyser y col., 2003; Nava, 2003 y Holker y Lenz, 2005).

Aunque ha sido utilizado durante siglos para la fabricacién de alimentos, bebidas y
otros productos (Mitchell y col., 2000), en afios recientes, las investigaciones sobre
el cultivo en medio solido han conducido a que este tenga un amplio rango de
aplicaciones a nivel laboratorio (Nagel y col., 2001) tal como, produccion de
enzimas, acidos organicos, etanol, biogas, antibiéticos, surfactantes, biopesticidas,
entre otros (Mitchell y col., 2000). Estos procesos son industrialmente atractivos ya
gue ofrecen mayores rendimientos, menores requerimientos energéticos, menores
costos de equipo, menores costos de separacion y menores efluentes de aguas

residuales (Fanaei y Vaziri, 2009).

A pesar de que el cultivo en medio sdlido ofrece una perspectiva clara para la
obtencién de diversos productos, su aplicacion a nivel piloto e industrial no es
sencilla debido, principalmente, a la carencia de conocimiento tecnolégico sobre el
disefio y escalamiento de estos sistemas (Schutyser y col., 2003).

Los soportes solidos utilizados en el cultivo en medio sdlido varian en su
composicion, tamafo de particula, porosidad y capacidad de retencién de agua; y
representan uno de los factores que afectan el disefio de reactores y el control de

parametros estratégicos (Durand, 2003).

La respiracion de los microorganismos genera calor. En los cultivos en medio

sélido no es facil de remover debido a la pobre conductividad térmica de los

1
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soportes utilizados y del aire (Ghildyal y col., 1994; Durand, 2003). La acumulacion
de calor genera gradientes de temperatura que pueden tener efectos nocivos

sobre los microorganismos (Gutiérrez-Rojas y col., 1996).

El enfriamiento evaporativo se ha utilizado como mecanismo de remocion de calor,
sin embargo, este resulta en la desecacion del soporte sélido. Los reactores con
sistemas de mezclado ofrecen algunas ventajas, (i) reduccibn de la
heterogeneidad del lecho, (2) distribucion uniforme de la humedad y aireacion
durante el cultivo y (3) mejora el intercambio de gases y la transferencia de calor
(Nagel y col., 2001).

Otros factores que afectan el disefio de los biorreactores son: (i) la morfologia de
los hongos (presencia o ausencia de hifas septadas) y en relacion con lo anterior,
su resistencia a la agitacibn mecéanica y (ii) la necesidad de tener condiciones
asépticas (Durand, 2003).

En este trabajo se evalud el efecto de la agitacion sobre la actividad respiratoria de
dos hongos filamentosos; uno septado y otro no septado. En el capitulo 2 se
presenta una revision bibliografica sobre el cultivo en medio sélido y el efecto de la
agitaciéon mecénica sobre el crecimiento y produccion de metabolitos en diferentes
tipos de biorreactores. En los capitulos 3 a 5 se presenta la justificacion y objetivos
de este trabajo. Posteriormente, en el capitulo 6 se presenta con detalles los
materiales y métodos usados para alcanzar los objetivos. El capitulo 7 presenta
los principales resultados obtenidos y que permitieron llegar a las conclusiones

presentadas en el capitulo 8.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Descripcion del cultivo en medio solido

El cultivo en medio sdlido es considerado como una alternativa a los procesos de
cultivo en medio liquido (también conocidos como fermentacion sumergida) y
consiste en el cultivo de microorganismos sobre sustratos sélidos humedos (sin
escurrimiento de agua) con bajo contenido de agua libre a grado tal, que permita
el crecimiento de los microorganismos sin exceder la capacidad de retencion de
agua de la matriz sélida (Holker y Lenz, 2005; Schutyser y col., 2003 y Minjares y
col., 1997).

En el cultivo en medio sélido se simulan las condiciones de vida de muchos
hongos filamentosos que crecen sobre sustratos humedos (Nava y col., 2006). Es
por esta razén que el cultivo en medio solido es preferido en casos en los cuales
los procesos biotecnolégicos requieren de diferenciacion metabdlica y morfolégica
entre las hifas somaticas y las hifas aéreas tal como la produccién de esporas
(Holker y Lenz, 2005).

2.2. Hongos filamentosos y su morfologia

Los hongos son microorganismos mas evolucionados que los procariotas
(Bacterias). Forman largas células tubulares llamadas hifas por un procedimiento
de crecimiento apical (Ruiz-Herrera, 2011) y la quitina es el principal constituyente

de su pared celular. El conjunto de hifas se llama micelio.

Se dividen en dos grupos en funcion de su morfologia: Levaduras e hifas. Las

levaduras son hongos unicelulares que se reproducen asexualmente por
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gemacion o fision binaria. Las hifas son hongos multicelulares que se reproducen
sexual o asexualmente. El dimorfismo es una condicion en la cual el hongo exhibe
ambas formas (hifa o levadura) dependiendo de las condiciones de crecimiento.
Muy pocos hongos presentan esta condicion. La mayoria de ellos se desarrolla en
forma de hifas filamentosas ramificadas. Las hifas pueden carecer de divisiones
(hifas cenociticas 0 no septadas) o presentarlas (hifas septadas). En la Figura 2-1
se muestran las diferentes morfologias de hongos filamentosos. Algunas especies,
las hifas septadas desarrollan septos con conexiones de abrazadera que conecta

los elementos de las hifas (Murray y col., 1990).

A

Blastoconidia formation Fission formotion

2 Seplote hyphoe
Coenocytic hyphoe Sepiote hyphoe with d:‘:‘p coynnxﬁom

Figura 2-1. Diagrama de la morfologia de hongos. A) Células
de levadura reproduciéndose por gemacion, B) Reproduccién
por fision binaria, C) Desarrollo de pseudohifas, D) Hifas
cenociticas, E) Hifas septadas y F) Hifas septadas con
conexiones de abrazadera.

Todos los hongos son heterétrofos y algunos son importantes recicladores del
carbono contenido en la pared celular de plantas tanto en celulosa como en
lignina. El mayor rasgo de distincion de estos microorganismos es su nutricion por
absorcion. Son capaces de producir grandes cantidades de &cidos organicos para
acidificar el ambiente local y producir enzimas hidroliticas que degradan las
fuentes de nutrientes externamente para posteriormente absorberlas hacia el

interior de la célula.
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2.3. Procesos a micro-escala en el cultivo en medio sélido

Durante un cultivo en medio soélido suceden una serie de eventos a escala

microscopica, que se describen a continuacion (Figura 2-2).

Después de la esporulacién, se desarrollan las hifas somaticas formando el
micelio, el cual se desarrolla sobre toda la superficie de las particulas que
conforman la matriz sélida. A partir de este micelio se desarrollan las hifas aéreas
mientras que otras hifas se introducen en los poros llenos de liquido (hifas
penetrativas). Las actividades metabdlicas principales ocurren cerca de la
superficie del sustrato y dentro de los poros. Sin embargo, en las hifas aéreas
también existe actividad metabdlica y puede existir transporte de sustancias hasta
las hifas penetrativas y viceversa. Las enzimas hidroliticas que son producidas por
el micelio, difunden hacia la matriz sélida y catalizan la degradacién de
macromoléculas a unidades mas pequefias que servirAn como nutrientes al

microorganismo (Hélker y Lenz, 2005).

Aerial hyphae

® o
..- Monomers

Figura 2-2. Procesos a micro-escala en el cultivo en medio sélido.
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Durante el cultivo el oxigeno se consume y se produce diéxido de carbono, agua,
calor y metabolitos (que pueden ser de interés bioquimico). Por lo que se
desarrollan gradientes de masa que favorecen el transporte de oxigeno de la fase
gaseosa a las zonas mas profundas de la matriz sélida, mientras que, el diéxido

de carbono difunde de estas regiones hacia la fase gaseosa (Holker y Lenz, 2005).

El calor que se genera produce un rapido aumento de la temperatura. Dicho calor
es parcialmente disipado por dos vias, conduccidén y evaporacion. El pH varia
debido a la secrecion de acidos organicos y amoniaco en algunos casos. Los
metabolitos de interés son liberados en la matriz sélida y en los poros llenos de
liguido durante el cultivo aunque también pueden ser absorbidos por la matriz
solida y tienen que ser extraidos al final del proceso (Hélker y Lenz, 2005).

2.4. Problemas de escalamiento de los cultivos en medio sélido

La principal razén por la que no se ha usado a gran escala el cultivo en medio
sélido es la serie de problemas de ingenieria que presenta, tales como, la
dificultad para estandarizar los procesos, la limitada reproducibilidad de los
resultados y las limitaciones por transferencia de calor. El escalamiento representa
un cuello de botella debido a los diferentes gradientes (temperatura, humedad,
etc.) que surgen en el transcurso del proceso y que tienen efectos adversos sobre
el desarrollo de los microorganismos (Hélker y Lenz, 2005). Esto se debe a que
las estrategias de escalamiento practicamente han sido empiricas por falta de

informacion en cuanto a operacion y disefio (Oostra y col., 2000).

Los procesos metabdlicos son exotérmicos por lo tanto, en cultivo en medio sélido
es inherente la formacion de gradientes de temperatura en el cultivo (Mudgett,
1986). El sobrecalentamiento en los procesos de cultivo en medio sélido es el

mayor problema que se presenta debido al flujo unidireccional de aire y el bajo
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contenido de agua libre, por lo que el calor metabdlico producido es dificil de
disipar por métodos convencionales (Saucedo-Castafieda y col., 1992 y Holker y
Lenz, 2005). Comparado con el cultivo sumergido, el medio usado en el cultivo
sélido contiene una menor cantidad de agua y una importante fase gaseosa que
se encuentra entre las particulas, caracteristica de gran relevancia debido a la

baja conductividad térmica del aire en respecto al agua (Durand, 2003).

La aireacion forzada cumple con funciones importantes como el arrastre del
dioxido de carbono, control de temperatura y humedad (Durand y col., 1988). La
disponibilidad de oxigeno (aireacion) es otro de los factores importantes a
considerar ya que estd determinada por fendmenos de difusion, porosidad,
tamafio de particula y consistencia del sustrato (Mitchell y col., 1988 y Durand,
2003). Para lograr un buen suministro de oxigeno y alcanzar el nivel éptimo de

productividad se requiere de una elevada tasa de aireacion (Silman y col., 1979).

2.5. Mezclado como control de temperatura

De Reu y colaboradores en 1993 reportaron que la eliminacion de calor mejora
significativamente al mezclar el soporte sélido durante el cultivo (Figura 2-3),
debido a que incrementa la transferencia de calor por mayor contacto de los

sélidos con la pared del reactor (de Reu y col., 1993).

Algunos autores reportan que la agitacion impide el crecimiento de hongos
filamentosos (Larroche y Gross, 1986 y Desgranges y col., 1993), mientras que
otros mejoran sus resultados en sistemas agitados (de Reu y col., 1993 y Marsh y
col., 1998).



Substrate temperature (°C)
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Figura 2-3. Control de temperatura por mezclado intermitente.

En 2002, Weber y colaboradores demostraron la necesidad de agitar un cultivo de
A. oryzae sobre granos de trigo. Esto, debido a la combinacién de la desecacion
del sustrato por evaporacion de agua y la formacion de la red de micelio entre los

granos lo que genera grietas y dificultades para controlar la temperatura por medio
de la aireacion forzada.

Por otro lado, se ha reportado que el sustrato sélido puede ser mezclado
continuamente sin ningun inconveniente. Oostra y col. (2000) concluye que la
agitacion continua no impide la esporulacion de Coniothyrium minitans cultivado

sobre granos de avena.

Nagel y col. (2001) estudiaron el efecto de la agitacion continua en un mezclador
de paletas usando A. oryzae con granos de trigo como sustrato soélido y
encontraron que la agitacion continua mejora el control del proceso al permitir la
distribucion homogénea del agua, reducir los gradientes de temperatura y oxigeno
en el soporte sélido y mejorar la disipacion de calor por transferencia a las paredes
del reactor.
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En contraste, Han y col. (1999) investigaron el efecto de la agitacion intermitente
en la produccién de enzimas usando Rhizopus spp. sobre frijol de soya como
soporte y reportaron que la agitacion intermitente tiene un efecto negativo en la

produccion de enzimas.

Nava y col. (2006) concluyen que la agitaciéon continua suave favorece que no
haya formacion de aglomerados de sustrato provocando mejor crecimiento y una
mayor tasa de esporulacion en Penicilium commune usando pulpa de café como
soporte solido. Sin embargo, se presentd un cierto dafio al micelio como lo indicé

la baja produccion de COs.

En 2002, Rahardjo y colaboradores explicaron en cierta medida los efectos
negativos de la agitacion. Ellos encontraron que el micelio aéreo contribuye con la
captaciéon de mas del 75% del oxigeno requerido en cultivos de A. oryzae sobre
harina de trigo (Rahardjo y col., 2002). Al agitar hay una disminucién en la tasa de
respiracion en cultivo en medio sélido, ya que al romper o compactar el micelio

aéreo ya no hay una adecuada transferencia de oxigeno (Schutyser y col., 2003).

Entre estos trabajos hay cuatro diferencias béasicas, la primera es el tipo de hifa de
los hongos utilizados (septada y no septada), la estructura y firmeza del sustrato
soélido, la configuracion del reactor y el régimen de agitacion (Schutyser y col.,
2003).
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3. JUSTIFICACION

Diversos factores, tales como temperatura, transferencia de agua y oxigeno y la
formacion de una red de micelio aéreo y somatico son dificiles de controlar en el
cultivo en medio sdlido. Esto ha traido como consecuencia que esta tecnologia no
se haya aplicado a gran escala a pesar de la serie de ventajas que presenta sobre

los cultivos sumergidos.

Por lo anterior, se ha propuesto como solucién alternativa el mezclado del soporte
sélido durante el cultivo para eliminar los gradientes de temperatura, humedad y
concentracion de oxigeno que se pudieran formar. Sin embargo, diversos estudios
arrojan datos contradictorios sobre los efectos que provoca el mezclado sobre el
crecimiento, productividad y los parametros cinéticos de un microorganismo en
particular. Una de las diferencias principales entre estos estudios es el tipo de

hifas de los hongos utilizados.

Por lo anterior, este estudio pretende contribuir al entendimiento del papel que
juega el tipo de hifa de los hongos (septadas y no septadas) en la resistencia a los
esfuerzos de corte en los cultivos en medio sélido mezclados intermitentemente;
en particular, se determinara el efecto de la agitacion mecanica sobre el perfil

respiratorio de dos hongos filamentosos, uno septado y otro no septado.
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4. HIPOTESIS
La agitacion provocara una disminucion significativa de los parametros cinéticos y

en la produccion de CO; de los hongos no septados, mientras que los hongos

septados presentaran mayor resistencia a los esfuerzos de corte.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general
Determinar el efecto del mezclado en el perfil respiratorio de hongos filamentosos

septados (Aspergillus versicolor) y no septados (Rhizopus microsporus) en cultivo

en medio soélido.

5.2. Objetivos particulares

o Determinar las condiciones experimentales de cultivo para los estudios de

produccion de CO; en reactores estaticos y agitados.

o Establecer una estrategia para la estimacion de los parametros cinéticos.
o Evaluar el efecto de la temperatura sobre los pardmetros cinéticos.
o Evaluar el efecto del mezclado sobre los parametros cinéticos.

11
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Procedimientos

6.1.1. Microorganismos

Se utilizé Aspergillus versicolor como microorganismo septado y Rhizopus
microsporus var. chinensis (43alV) como microorganismo no septado (Hernandez-
Rodriguez y col., 2009). La cepa de A. versicolor fue donada por la M. en C.
Lorena Pedraza Segura de la Universidad Iberoamericana y la cepa de R.
microsporus fue donada por el Dr. Jesus Cordova Lépez de la Universidad de
Guadalajara. Ambas cepas fueron propagadas en tubos con agar papa dextrosa

(PDA) inclinado e incubadas a 40 °C por siete dias.

6.1.2. Preparacion del inéculo

Las cepas se resembraron periédicamente a partir de un tubo al que se
adicionaron 5 mL de una solucién estéril de tween 80 al 0.05% (v/v). El tubo se
agitd en un vortex durante 30 s y se tomaron alicuotas de 500 uL para inocular la
superficie de agar PDA (50 mL) contenido en matraces Erlenmeyer (250 mL). Los

matraces fueron incubados a 40 °C por siete dias (Nava y col., 2011).

Transcurrido el tiempo de incubacién se cosecharon las esporas agregando 20 mL
de una solucion estéril de tween 80 al 0.05% (v/v) a un matraz, se agitd con una
barra magnética hasta recuperar la mayor cantidad de esporas. Esta suspension
se transfiri6 a un segundo matraz y se repitié la operacién. De la suspension
obtenida se hizo una dilucion 1:10 6 1:100 con agua destilada para realizar el

conteo de esporas con la camara de Neubauer (Nava y col., 2011).

12
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6.1.3. Medios de cultivo utilizados

En este trabajo se utilizaron cuatro medios de cultivo: Sabouraud, Czapek—Dox;

Czapek-Dox adicionado con una mezcla de fosfatos (MP); Czapek-Dox con urea 'y

sulfato de amonio (NU). Todos los medios se utilizaron 3 veces concentrados y

fueron enriquecidos con extracto de levadura. En las Tablas 6-1, 6-2, 6-3 y 6-4 se

muestra la composicion de cada uno.

Tabla 6-1. Medio Sabouraud 3[X]*.

Componente

Dextrosa [CeH120¢6]
Polipeptona

Concentracion (g/L)

120
30

*pH final ajustado a 5.5

Tabla 6-2. Medio Czapek—Dox 3[X]*.

Componente

Sacarosa [C12H22011]

Nitrato de sodio [NaNOg]

Fosfato monobasico de potasio [KH2PO4]
Sulfato de magnesio [MgSO,4-7H,0]
Cloruro de potasio [KCI]

Sulfato ferroso [FeSO4 7H,0]

Extracto de levadura

Concentracion (g/L)

90
9

15
15
0.03
15

*pH final ajustado a 5.5

Los medios Sabouraud, Czapek-Dox y Czapek-Dox (MP) se utilizaron en cultivos

en reactores tubulares delgados para evaluar el efecto de la adicibon de MP and
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UN en el control del pH y de la fuente de nitrégeno en cultivos de A. versicolor y R.

microsporus (Raimbault, 1998).

Tabla 6-3. Medio Czapek—-Dox (MP) 3[X]*.

Componente

Sacarosa [C12H22011]

Nitrato de sodio [NaNOg]

Fosfato monobasico de potasio
[KHoPO4]

Fosfato dibasico de potasio [K;HPO,]
Sulfato de magnesio [MgSO,4-7H,0]
Cloruro de potasio [KCI]

Sulfato ferroso [FeSO4 7H,0]
Extracto de levadura

Concentracion (g/L)

90
9

8.25

10.57
1.5
1.5

0.03
15

*pH final ajustado a 5.5

El medio Czapek-Dox (NU) se utiliz6 en reactores tubulares gruesos, delgados y

en los reactores de tanque horizontal en condiciones estaticas y con agitacion en

los experimentos de efecto de la temperatura, gradientes de temperatura y efecto

del mezclado.

Tabla 6-4. Medio Czapek—-Dox (NU) 3[X]*.

Componente

Sacarosa [C12H2,011]

Sulfato de amonio [(NH4)2SO4]
Urea [CH4N20O]

Fosfato monobasico de potasio

Concentracion (g/L)

90
13.5

8.25

14
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[KH2PO,]

Fosfato dibésico de potasio [K;HPO,] 10.57
Sulfato de magnesio [MgSO,4-7H,0] 1.5
Cloruro de potasio [KCI] 1.5
Sulfato ferroso [FeSO4 7H,0] 0.03
Extracto de levadura 1.5

*pH final ajustado a 5.5

Debido a la baja capacidad de produccion de esporas de R. microsporus en los
experimentos con reactor de tanque horizontal se inoculé con micelio. Para ello, se
propagd esta cepa en medio liquido YPD concentrado dos veces a partir de una
suspension de esporas (1x10° esporas/mL) durante 48 h a 45 °C con agitacién
(120 rpm). En la Tabla 6-5 se muestra la composicion del medio YPD. Es
importante sefialar que el pH del medio YPD debe ser 6.0 para que el hongo
crezca en forma de pellets pequefos y se pueda dispersar homogéneamente en el

aserrin. A pH mayores este hongo crece como micelio y es dificil de disgregar.

Tabla 6-5. Medio Yeast Extract Peptone Desxtrose (YPD) 2[X]*.

Elemento Concentracion(g/L)
Dextrosa [CeH120¢6] 40
Polipeptona 40
Extracto de levadura 20

*pH final ajustado a 6.0

6.1.4. Pretratamiento del soporte

Se utilizé aserrin de madera (pino) adquirido en una tienda departamental local. El
aserrin se tamizé y se recuperd la fraccién que pasa malla 6 y es retenida en malla

40 (3.36 mm - 0.42 mm). El lavado consistio en la inmersion del aserrin tamizado
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en agua a 70 °C (en proporcion 1:5) durante 5 min agitando manualmente. Se
escurrio y se repitio la operacion. Se enjuag6 con agua fria del grifo (temperatura
ambiente) y se dejé escurrir durante 1 h aproximadamente. Posteriormente, se
secO en un secador de charolas a baja temperatura (aire a temperatura ambiente)
hasta que el aserrin alcanz6 una humedad menor al 10 %. El aserrin lavado y

seco se almacend en bolsas de plastico protegidas de la luz y cerradas.

6.1.5. Preparacion del soporte

A partir del conteo de esporas en la cAmara de Neubauer se calcul6 el volumen de
suspension de esporas necesaria para alcanzar un tamafio de inéculo de 2x10’
esporas/gms. En todos los casos el volumen de indculo representé menos del 5 %
del volumen de liquido total (medio de cultivo mas suspension de esporas, excepto
en los cultivos en reactores de tanque horizontal con R. microsporus). El volumen
de medio se calcul6 restando del volumen de liquido necesario para alcanzar un
nivel de humedad de 65 % el volumen de suspension de esporas. El medio de
cultivo liquido se inoculd con la suspension de esporas y se mantuvo en agitacion
por 5 min (se consider6 como el tiempo inicial del cultivo). EI medio inoculado se
mezcld con el aserrin seco haciendo movimientos circulares hasta que la mezcla

fue homogénea.

6.1.6. Cultivos en reactores tubulares

Los reactores tubulares delgados (RTD) consisten en columnas de vidrio de 2.3
cm de diametro x 20 cm de altura y los reactores tubulares gruesos (RTG) son

columnas de vidrio de 4.5 cm de didmetro x 20 cm de altura.

Ambos tipos de reactores se empacaron con una cantidad suficiente de soporte

inoculado para llenar aproximadamente 75 % del volumen del mismo. En todos los
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casos se inici6 el cultivo con un tamafio de inéculo de 2x10’ esporas/gas. La
aireacion fue de 40 mL/min para las columnas de 2.3 cm y de 120 mL/min para las
columnas de 4.5 cm (1.5 VKgM). La temperatura de incubacion se controldé con un

bafio de agua, dependiendo de cada experimento.

6.1.7. Monitoreo de la temperatura en reactores tubulares (RTG o RTD)

En las columnas gruesas (4.5 cm) se monitore6 la temperatura por medio de 4
termopares tipo “J” colocados a diferentes alturas (0 cm, 3 cm, 6 cmy 9 cm) en el
centro de la columna. En la figura 6-1 se presenta un diagrama del sistema

experimental utilizado.

- Analizador de temperatura.
Analizador de CO,
automatico.

8 Compresor

Soporte inoculado.

A Suministro
P lo de aire.
©o
Slef Humidificador de aire.
Q0
p.2(° Bafio de agua de
o/ temperatura controlada.

Figura 6-1. Sistema experimental en reactores tubulares.
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6.1.8. Cultivos en reactores de tanque horizontal

Los reactores de tanque horizontal (RTH) son cilindros convencional de tapa plana
y fondo semieliptico de 6 L de capacidad aproximadamente. Las dimensiones del
interior del tanque son: largo 28.00 cm y 17.20 cm de didmetro, provisto de un

sistema de retromezclado. En la Figura 6-2 se muestra un esquema del reactor.
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2- ENTRADA DE VAPOR A CHAQUETA 7- CAJA DE ENGRANES 12- PATAS
3- SALIDA DE CONDENSADOS DE CHAQUETA | 8- MANIVELA (desmontable) 13- CUERPO

4- ENTRADA DE AIRE A CUERPO

9- FLECHA ( bipartida )

14- CHAQUETA

5- SALIDA DE AIRE DE CUERPO

10- PALETAS

15- AISLAMIENTO

Figura 6-2. Esquema del reactor de tanque horizontal con sistema de retromezclado.
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El sistema de retromezclado consiste en dos propelas concéntricas que giran en
direccion contrarias. Cada propela tiene una serie de bafles perpendiculares al
cuerpo del reactor con un angulo de deflexion de 45 ° aproximadamente. El
movimiento de la propela externa impulsa los sélidos en una direccion muy cerca
de las paredes del reactor y hacia arriba, mientras que la propela interna impulsa
los sélidos en direccion opuesta cerca del eje del reactor. Esto permite que haya
un mezclado homogéneo. El control de temperatura se realiza mediante el
abastecimiento de agua fria o caliente en el doble cuerpo (chaqueta). Posee
puertos de suministro de aire, salida de aire, entrada y salida de agua o vapor,

todos de %2 pulgada. Cuenta con 4 termo pozos para registro de temperatura.

El volumen de operacion fue entre 20 % y 30 % del volumen total, (entre 1.2 y 1.8
L). El tanque del reactor se esterilizO en autoclave a 121 °C por 15 min. La
aireacion fue de 600 mL/min (1 VKgM). La temperatura de incubacion fue de 37.5
°C. Se colocaron termopares a la entrada y a la salida de la corriente de aire y en
la superficie interna del reactor a 5 cm del inicio y del final del tanque. Las
condiciones del soporte se ajustaron a 65% de humedad inicial y el tamafio de
in6culo de 2x10” esporas/gms. En los cultivos con R. microsporus, se inocul con

micelio crecido en medio liquido y se adicioné al 5 % v/v.

6.1.9. Monitoreo de la temperatura en los reactores de tanque horizontal

En el reactor de tanque horizontal se monitored la temperatura a través de 4
termopares tipo “J” colocados en diferentes posiciones del reactor (Figura 6-3).
Uno se colocd en la entrada de aire al reactor, otro a la salida y dos fueron
colocados en la parte inferior del reactor a 5 cm de la entrada y de la salida

respectivamente.
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6.1.10. Evaluacion del efecto de la agitacion en el reactor de tanque horizontal

Para evaluar el efecto de la agitacion sobre la produccion de CO, por A. versicolor.
y R. microsporus se utilizo el sistema descrito en el apartado anterior (Figura 6-3).
Ambos reactores se operaron al 25 % de su capacidad con una tasa de aireacion
de 600 mL/ min (1 VKgM). La intensidad de agitacion fue de 3 rpm y para
establecer la frecuencia de agitacion se tomdé como criterio el tiempo de

duplicacidn, el cual se determiné con la siguiente expresion:

En donde t4 es el tiempo de duplicacion y u es la tasa especifica de produccion de
CO, de los experimentos en el reactor de tanque horizontal bajo condiciones
estéticas. La intensidad de agitacion se determind en base a la maxima capacidad
del motor del reactor (3 rpm) y la duraciéon del mezclado fue de 1 min segun lo

reportado por Nava y col., en 2011.

Columna de secado de sire.

Salida de aire del reactor. Analizador automitico de

flujo temperatura y €O,

Entrada de agua a la Salida de agua de la
chaqueta del reactar. chagueta del reactor

Figura 6-3. Sistema experimental de reactor de tanque agitado.
1= Temperatura del aire a la entrada del reactor (TEA); 2=
Temperatura a la entrada del reactor (TE); 3= Temperatura a la
salida del reactor (TS) y 4= Temperatura del aire a la salida del
reactor (TSA).
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6.2. Métodos analiticos

6.2.1. Respirometria

Se utilizé la produccion de CO, como indicador del crecimiento de ambos
microorganismos. El aire proveniente de un compresor se hizo pasar a través de
agua (destilada) para humidificarlo. El aire himedo se introdujo en ambos tipos de
reactores para suministrar el O, necesario para la respiracion del microorganismo
y remover el CO, y parte del calor generado por la actividad metabdlica del mismo.
El aire a la salida de los reactores se hizo pasar por un condensador y por una
columna empacada con silica-gel para deshidratarlo. El aire seco paso a través de
un medidor de flujo, un analizador automatico de CO, y por ultimo un analizador
de O,. Las concentraciones de CO, y O, se obtuvieron en porciento (mL/100mL

aire). (Saucedo-Castafieda y col., 1994)

6.2.2. Capacidad de retencion de agua

En un matraz Erlenmeyer seco y tarado de 150 mL se pesaron aproximadamente
3g de aserrin seco (<2 % humedad) y se adicionaron 50 mL de agua destilada. Se
incub6 a 30 °C por 2 h en condiciones estaticas. Posteriormente, se escurrié el
liquido con la ayuda de una gasa fijada a la boca del matraz hasta que no hubo
mas escurrimiento. Se pesd cada uno de los matraces con soporte humedo y se

determind la cantidad maxima de agua retenida por gramo de soporte seco.

6.2.3. Isoterma de adsorcion

Se sec6 una muestra de aserrin a 100 °C por 2 h. Se mezclaron las cantidades de
agua y aserrin seco necesarias para alcanzar diferentes niveles de humedad
(desde 5 % hasta 75 %) en un recipiente hermético. Se dejaron reposar por 10

min. Cada nivel de humedad se verificd experimentalmente y se midi6 la actividad
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de agua. Por ultimo se graficé el contenido de agua en funcién de la actividad de

agua (Galvez y col., 2006).

6.2.4. Humedad

La humedad se determind gravimétricamente con un analizador automéatico de
humedad OHAUS MB45.

6.2.5. Actividad de agua (aw)

Se determind con el equipo Aqualab CX-2 el cual se basa en el punto de rocio
sobre un espejo frio.

6.2.6. Determinacion de pH

Se pesé aproximadamente 1 g de soporte (inicial y final) en un tubo Corning de 50
mL. Se adicionaron 10 mL de agua y se agitd en vértex durante 1 min. Se dej6
reposar por 5 min y se midié el pH con un potenciometro Conductronic pH 20

directamente en el sobrenadante (Nava, 2003).

6.2.7. Determinacion de sacarosa

Del extracto obtenido para la medicién del pH se recuperé 1 mL y se centrifugd a
5000 rpm por 3 min. Del sobrenadante se hizo una dilucion adecuada, se
agregaron 2 mL de solucion de fenol en acido sulfarico 1 mg/mL y se llevo a
ebullicién por 10 min. Se dej6 enfriar y se leyé en espectrofotbmetro a 480 nm.
Como estandar se utilizé una solucion de sacarosa 6 glucosa 1 mg/mL (Martinez-
Ruiz, 2005).
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6.2.8. Actividad enzimatica

Se midieron tres diferentes actividades enzimaticas.

6.2.8.1. Celulasa (Uc)

Para la actividad celulasa se utilizO como sustrato una solucion 0.25 % de
carboximetilcelulosa (CMC) en buffer de citratos pH 5.2. Del extracto obtenido se
tomo una alicuota de 100 pL y se diluyé en 900 pL de solucion de sustrato. La
reaccion se llevé a cabo a 40 °C y duré 15 min. Para finalizar la reaccion se
adicionaron 1.5 mL de DNS, se llevo a ebullicién por 10 min y se dej6 enfriar. Se
ley6 a 480 nm en espectrofotdmetro. Como control se utiliz6 agua destilada y
como estandar una solucién de glucosa 1 mg/mL. Una unidad de actividad
enzimatica (Uc) corresponde a la cantidad de enzima necesaria para liberar una

micromol de azucar reductor por minuto bajo las condiciones de ensayo.

6.2.8.2. Xilanasa (Uy)

Para la actividad xilanasa se utiliz6 como sustrato una solucion al 0.25 % de xilano
de abedul en buffer de citratos pH 5.2. Del extracto obtenido se tom6 una alicuota
de 100 pL y se diluyo en 900 uL de solucion de sustrato. La reaccion se llevo a
cabo a 40 °C y duro 30 min. Para finalizar la reaccion se adicionaron 1.5 mL de
DNS, se llevd a ebullicibn por 10 min y se dejo enfriar. Se leyé a 480 nm en
espectrofotometro. Como control se utilizé agua destilada y como estandar una
solucion de xilosa 1 mg/mL. Una unidad de actividad enzimatica (Ux) corresponde
a la cantidad de enzima necesaria para liberar una micromol de azucar reductor

por minuto bajo las condiciones de ensayo.
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6.2.8.3. Invertasa (U;)

Para la actividad invertasa se utiliz6 como sustrato una solucion 0.1 M de
sacarosa en buffer de acetatos pH 5.0. Del extracto obtenido se tomé una alicuota
de 100 pL y se diluyé en 900 uL de solucion de sustrato. La reaccion se llevo a
cabo a 50 °C y dur6 10 min. Para finalizar la reaccién se adicionaron 1.5 mL de
DNS, se llevé a ebullicion por 10 min y se dejé enfriar. Se leyé a 480 nm en
espectrofotometro. Como control se utilizé agua destilada y como estandar una
solucion de glucosa 1 mg/mL. Una unidad de actividad enzimatica (Ui)
corresponde a la cantidad de enzima necesaria para liberar una micromol de

azucar reductor por minuto bajo las condiciones de ensayo (Martinez-Ruiz, 2005).

6.2.9. Determinacién de acido citrico

El &cido citrico se cuantific6 por HPLC (Perkin Elmer LC250) con una columna
Phenomenex para mondmeros y acidos organicos acoplada a un detector de
indice de refraccion, 60 °C, flujo fue de 0.6 mL/min y agua como fase mévil. Como
estandar se utiliz6 una solucion de acido citrico 1 mg/mL y para verificar la

separacion se utilizé una mezcla de &cido citrico y glucosa a 1 mg/mL.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Este capitulo estd dividido en tres secciones. En la primera se justifica la
seleccion de los microorganismos y soporte, en la segunda se describe la
estrategia que se utilizdé para estimar los parametros cinéticos y en la tercera se
muestra el efecto de la temperatura y de la agitacion en la produccion de CO; en

los cultivos con ambos microorganismos.

7.1. Seleccion de los microorganismos y soporte

Los estudios relacionados con el efecto de la agitacion mecanica sobre el perfil
respiratorio de los hongos evaluados en este trabajo se realizaron en
biorreactores a nivel laboratorio de 5 L de capacidad, por lo que, los
microorganismos seleccionados debieron presentar un cierto grado de
termotolerancia. Por otra parte, el soporte utilizado tuvo que ser resistente a la
agitacion mecanica y en la medida de lo posible mantener una estructura dispersa

bajo estas condiciones.

7.1.1. Seleccion de los microorganismos

Diversos factores afectan el disefio y la operacion de los cultivos en medio sélido.
Entre otros, la seleccidbn de las cepas y el soporte (0 soporte-sustrato) es
fundamental (Pandey y col., 2000). En el cultivo en medio solido se simulan las
condiciones de vida de hongos filamentosos que se desarrollan en habitats
terrestres sobre sustratos humedos (Hoélker y Lenz, 2005). Su crecimiento en
forma de hifas les proporciona la capacidad de penetrar en el sustrato (Pérez-
Guerra y col., 2003). Estas son las principales razones por las que los hongos son
los microorganismos mas utilizados en el cultivo en medio sélido. Los ficomicetos
(Mucor y Rhizopus), ascomicetos (Aspergillus y Penicillum) y basidiomicetos

(hongo de la pudricion blanca) son los mayormente utilizados en este tipo de
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cultivos (Pandey y col, 2000). Se establecieron tres criterios para la seleccion de
los microorganismos: Presencia y ausencia de hifas septadas, altas tasas de
crecimiento para evitar contaminacion bacteriana y de otros hongos vy
termotolerancia para evitar problemas por el incremento de temperatura en los

reactores (Cérdova-Lopez y Roussos, 2001).

Como hongo septado se eligio Aspergillus versicolor. Este microorganismo
pertenece a la clase de los ascomicetos y entre sus caracteristicas esta la
presencia de hifas septadas (Schlegel y Zaborosch, 1997). Como hongo no
septado se eligi6 Rhizopus microsporus var. chinensis (43alV) (Hernandez-
Rodriguez y col., 2009). Este microorganismo pertenece a la clase de los
ficomicetos que es un grupo de hongos cuyos cuerpos vegetativos carecen de
septos y son uninucleados aunque las hifas estén muy ramificadas (Schlegel y
Zaborosch, 1997). En la figura 7-1 se presenta una fotografia de A. versicolor en
donde se confirma la presencia de hifas septadas y en la figura 7-2 de R.

microsporus en donde se confirma la ausencia de hifas septadas.

Figura 7-2. Hifas no septadas de R. microsporus
(40X). (40X).
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7.1.2. Seleccion y evaluacién del soporte

La capacidad de un microorganismo para crecer en un medio solido esta
directamente relacionada con sus requerimientos de actividad de agua (ay), Su
capacidad de adherencia y penetracién en el medio solido y su capacidad para
asimilar mezclas de polisacaridos debido a la naturaleza compleja de los sustratos
utilizados (Pérez-Guerra y col., 2003). Por otro lado, la seleccién del soporte

depende de diversos factores, entre ellos disponibilidad y costo.

Se evaluaron cuatro materiales reportados en la literatura como soportes
(soporte-sustrato). Estos fueron aserrin de madera (pino), salvado de trigo,
semilla de arroz y agrolita (Pandey y col., 2000; Martinez-Ruiz y col., 2008). Estos

soportes se eligieron por ser disponibles y de bajo costo.

7.1.2.1. Capacidad de retencion de agua

La humedad es un pardmetro importante en los cultivos en medio sélido por su
influencia en el crecimiento, en la biosintesis y en la secreciébn de algunos
metabolitos (Pérez-Guerra y col., 2003). En los cultivos en medio sélido el soporte
debe contener un nivel de humedad que no limite la actividad metabdlica de los
microorganismos sin llegar al escurrimiento (Mitchell y col., 2002). Por ello, se
considerd importante elegir un soporte con alta capacidad de retencion de agua
(CRA). Se midi6 la CRA de los soportes propuestos (Figura 7-3).

Los resultados indican que la CRA de agrolita, salvado de trigo y arroz no
presenta diferencias estadisticamente significativas («=0.05). El salvado de trigo y
la agrolita poseen las CRA mas elevadas, 4.19 y 4.18 g/gms respectivamente. El
arroz presentd una CRA de 3.68 g/gms y el aserrin tuvo la mas baja con 2.88
g/gms. La CRA se puede expresar como contenido de humedad (%) y en este
caso corresponde al 80 % para el salvado de trigo y la agrolita, 78 % para el arroz

y 74 % para el aserrin. Los resultados obtenidos permiten concluir que los
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soportes propuestos tienen CRA adecuada (alrededor de tres veces su peso) para
este tipo de procesos. Los cultivos en medio sélido operan generalmente con
niveles de humedad que van desde el 30 % hasta el 70 % (Mitchell y col., 2002).
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Aserrin Salvado de Agrolita Arroz
trigo
Soportes

Figura 7-3. Capacidad de retencién de agua de los soportes propuestos.

El arroz se someti6 a un pretratamiento de cocciéon (121 °C, 15 min) para
gelatinizar el almidén y que éste pueda ser consumido por los microorganismos.
Esto puede provocar interferencias analiticas (por la degradacion parcial del
soporte) y operativos (disminuciéon de tamafio de particula, generacion de

gradientes de humedad, temperatura y oxigeno) (Pandey y col., 2000).

Los soportes inertes impregnados con nutrientes pueden considerarse como un
medio ideal para el desarrollo de modelos matematicos, estudios de transferencia
de calor y en los estudios cinéticos (Gutiérrez-Rojas y col., 1996). Por lo tanto, en
este caso convino el uso de un soporte inerte y se descartd el uso del arroz,
mientras que la agrolita se descarté debido a su baja resistencia mecanica (tiende
a romperse con facilidad). Esto provoca la disminucion del tamafio de particula y
en consecuencia problemas de transferencia de oxigeno, agua y calor, ademas

de dafio por abrasion a los microorganismos en los biorreactores agitados

29



Resultados y discusion

(Mitchell y col., 2002). Con base en lo anterior, se decidié evaluar el salvado de

trigo y el aserrin como soportes inertes.

7.1.2.2. Evaluacion del salvado de trigo y aserrin como soportes inertes

Con la finalidad de evitar los problemas analiticos y operativos provocados por la
degradacion parcial del soporte se decidid6 emplear un material inerte impregnado
de un medio nutritivo. Por ello, en este experimento se usé salvado de trigo y
aserrin impregnados con medio Czapek-Dox Yy solo se evaluod el perfil respiratorio
durante el cultivo de la cepa de A. versicolor. Ambos cultivos se llevaron a cabo
en condiciones asépticas en reactores tubulares delgados (RTD). La humedad se
ajusté a 65 % (Hang y Woodams, 1987) para satisfacer las necesidades de agua
del microorganismo (Nagel y col., 2001), sin rebasar la CRA de ambos soportes,
evitando el escurrimiento de la fase liquida y la saturacion de los poros (Pandey,
1992). La tasa de aireaciéon se mantuvo en 1 VKgM. En la figura 7-4 se presenta
la tasa de produccion de CO, (experimental) para ambos cultivos. El cultivo de A.
versicolor sobre salvado de trigo alcanzé su tasa de producciéon de CO, maxima a
las 22 h y fue de 14.88 mg/gms h, mientras en el cultivo sobre aserrin la tasa de
produccién de CO; sélo alcanzé 0.95 mg/gms h después de 40 h.
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Figura 7-4. Tasa de produccion de CO, de los cultivos
de A. versicolor sobre salvado de trigo y aserrin.
Salvado de trigo (o); aserrin (0).
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En el cultivo con salvado de trigo se observé un incremento importante de pH al
final del cultivo. Por el contrario, en el cultivo sobre aserrin se observé una ligera

disminucién del pH al final del cultivo (Tabla 7-1).

El pH 6ptimo para el crecimiento y produccion enzimatica (lipasas y proteasas) de
A. versicolor se reporta entre 6 y 7 (Veerabhadrappa y col., 2013). Sin embargo,
no se consider6 que la ausencia de crecimiento se haya debido a la variacion del
pH en el cultivo. Otra posible causa de la baja produccion de CO, por A. versicolor
sobre aserrin es la presencia de sustancias toxicas presentes en la madera tales

como la pinosilvina y el resveratrol (Lee y col. 2005).

Tabla 7-1. Condiciones iniciales y finales de los cultivos de A. versicolor sobre salvado de
trigo y aserrin.

pH Humedad
Soporte . . . .
Inicial Final Inicial Final
Aserrin 450 +0.03 418 + 0.07 56.59+124 55.68+1.36

Salvado de Trigo 5.00 £0.04 6.49+0.02 62.32+0.98 69.44+0.88

Con relacién al contenido de humedad del soporte durante el cultivo; ésta se
mantuvo practicamente constante en el caso del aserrin, mientras que aumento

considerablemente en el cultivo con salvado de trigo.

Aunque el cultivo sobre salvado de trigo resultd ser mejor, se observd la
formacion de aglomerados de particulas de diferentes tamafos dificiles de
disgregar debido a la naturaleza del soporte y al abundante micelio. Este
fendbmeno conduce a una alta heterogeneidad en los biorreactores, genera
gradientes de temperatura, pH y humedad y en consecuencia limita la

reproducibilidad entre experimentos (Raimbault, 1998).

Aungue el crecimiento sobre aserrin fue practicamente nulo, este material cumple

con todas las caracteristicas requeridas; es facilmente accesible, es de bajo
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costo, posee una CRA adecuada y presenta una excelente resistencia mecanica.
Ademas, debido a su composicion, cercana al 55 % de carbohidratos
estructurales (celulosa y hemicelulosa) y 27 % de lignina (Lopez-Miranda y col.,
2009) puede ser considerado como un soporte inerte cuando se impregna con un
medio de cultivo balanceado con una fuente de carbono de facil asimilacion. Por
lo anterior, se decidi6 evaluar el efecto del lavado del aserrin sobre el perfil

respiratorio de A. versicolor.

7.1.2.3. Efecto del lavado del aserrin sobre la produccién de CO, en cultivos de
A. versicolor

Se ha reportado la presencia de compuestos con actividad antimicrobiana y
antifngica en la madera de pino (Lee y col., 2005). Por otro lado, en
experimentos cualitativos se observo que la fase lag de cultivos de A. versicolor
gue crecen sobre aserrin sin pretratar (sin lavar) se alargé hasta 32 h, mientras
que una cepa de A. niger creciendo sobre el mismo soporte pero pretratado
(lavado) presenta una fase lag de tan solo 12.5 h. Por ello, se decidio evaluar el
efecto del pretratamiento del soporte sobre la produccion de CO, por A. versicolor.
El pretratamiento consisti6 en un lavado con agua caliente y fria descrito en la
seccion de métodos y materiales (capitulo 6). En la Figura 7-5 se presenta la tasa
de produccion de CO, (experimental) de un cultivo de A. versicolor sobre aserrin
lavado y sin lavar. Los resultados indican que, en comparacion con los valores
obtenidos con salvado de trigo (Fig. 7-4) la tasa de produccién de CO, en ambos
casos es muy baja. El analisis de varianza de la tasa de produccién de CO,
maxima indica que no hay diferencia significativa entre los dos cultivos. La tasa de
produccion de CO, maxima para el cultivo sobre aserrin lavado fue de 1.69
mg/gms h y para el cultivo sobre aserrin sin lavar fue de 1.55 mg/gms h. Sin
embargo, se observo que disminuyo significativamente la fase lag en el cultivo
sobre aserrin lavado y fue de 23 h, mientras que en el cultivo sobre aserrin sin
lavar la fase lag se alarg6 hasta las 42 h, lo cual corresponde con lo encontrado

en experimentos anteriores (Fig. 7-4).
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Figura 7-5. Efecto del lavado sobre la tasa de produccion
de CO, de A. versicolor sobre aserrin. Lavado (o) y sin
lavar ().

En la Tabla 7-2 se muestran las condiciones de humedad y pH iniciales y finales

de ambos cultivos.

Tabla 7-2. Condiciones iniciales y finales de los cultivos de A. versicolor sobre aserrin
lavado y sin lavar.

pH Humedad
Soporte . . . .
Inicial Final Inicial Final
Aserrin lavado 5.59 +0.03 3.82+0.25 5855+0.88 59.11+0.62

Aserrin sin lavar 4.29 + 0.07 4.12 +0.04 59.16 +2.43 55.82+0.35

Se observa que en el cultivo sobre aserrin lavado el pH inicial fue mayor (en mas
de 1 unidad) que en el aserrin sin lavar, debido a la remocién de sustancias
acidas contenidas en la madera (i.e. acido abiético). Sin embargo, el pH
disminuy6é a lo largo del cultivo. Es comdn que los cultivos de Aspergillus y
Rhizopus presenten un rapido descenso del pH (debajo de 3.0) debido a la
produccion de acidos organicos. Usar una mezcla de sales de amonio y urea es
una estrategia para el control del pH en los cultivos. La hidrdlisis de la urea libera
amoniaco que contrarresta la rapida acidificacion causada por el consumo del ion

amonio (Raimbault, 1998).
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7.1.2.4. Control del pH en el cultivo de A. versicolor sobre aserrin

Con la finalidad de mantener el pH controlado durante el cultivo se decidio evaluar
el efecto de la adicion de una mezcla de sulfato de amonio [(NH4).SO4] y urea
(CH4N20) en el medio Czapek-Dox (Pérez-Guerra y col., 2003). Por otro lado, se
evalud la adicion de una mezcla de fosfato de potasio monobéasico y dibésico
(KH,PO, y K;HPO,) como agente amortiguador (Baysal y col., 2003). La
composicidén de los medios empleados se encuentra en la seccion de métodos y
materiales. En la Fgura 7-6 se presenta la tasa de produccién de CO; del cultivo
de A. versicolor sobre aserrin con medio Czapek-Dox con sulfato de amonio y
urea (NU) y Czapek-Dox con fosfato de potasio mono y dibasico (MP). Con
ambas estrategias se logr6 mayor produccion de CO, y (5 veces mas
aproximadamente que en el experimento de la seccion 7.1.2.3). El analisis de

varianza indica que no hay diferencias significativas entre estos dos tratamientos.

[e)]

w

Tasa de produccion de CO,
(mg/gms h)

Tiemp (h)

Figura 7-6. Efecto del medio de cultivo sobre la tasa de
produccion de CO, de A. versicolor sobre aserrin.
Czapek-Dox (MP) (0) y Czapek-Dox (NU) (o).

La tasa de produccién de CO, maxima en los dos cultivos se alcanzé cerca de las
36 hy fue de 7.68 mg/gms h para el medio Czapek-Dox (MP) y de 6.85 mg/gms h
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para el medio Czapek-Dox (NU). En la Tabla 7-3 se presentan las condiciones de

humedad y pH iniciales y finales.

Tabla 7-3. Condiciones iniciales y finales del cultivo de A. versicolor sobre aserrin con
medio Czapek-Dox (UN) y Czapek-Dox (MP).

pH Humedad
Soporte . . . .
Inicial Final Inicial Final
Czapek-Dox (MP) 4.87 +0.08 5.91 +0.09 58.35+256 61.65+3.23

Czapek-Dox (NU) 4.97 +0.07 3.07+£0.13 59.34+0.68 60.02+0.78

Con el medio Czapek-Dox (MP) se logr6 mantener el pH del cultivo dentro del
intervalo adecuado para el crecimiento de A. versicolor que es entre 6 y 7 como
se menciond anteriormente (Veerabhadrappa y col., 2013). En el caso del medio
Czapek-Dox (NU) el pH disminuy6 al final del cultivo aunque esto puede deberse
a que primero se metaboliz6 la urea permitiendo el desarrollo del hongo y
posteriormente, se consumié el sulfato de amonio provocando la acidificacion del
medio (Raimbault, 1998).

En la Figura 7-7 se presenta el grafico de produccién de CO,. Los valores
experimentales se ajustaron con el modelo logistico (Okazaki y col., 1980). La
produccién mas alta de CO, se alcanzé en el cultivo con medio Czapek-Dox (MP)
y fue de 135.52 mg/gms, mientras que con el medio Czapek-Dox (NU) la
produccion de CO, fue de 115.14 mg/gms lo que no representd diferencia
significativa. A partir del ajuste con el modelo logistico se estimaron los
parametros cinéticos (Tabla 7-4). En base a los resultados se decidié utilizar

tentativamente el medio Czapek-Dox (MP) para los siguientes experimentos.

35



Resultados y discusion

140

105

~
o

Produccion de CO, (mg/gms)
w
(03]

Tiempo (h)

Figura 7-7. Efecto del medio de cultivo sobre la
produccion de CO, de A. versicolor sobre aserrin.
Czapek-Dox (MP) (¢) y Czapek-Dox (NU) (o). Las lineas
continuas corresponden al ajuste de los datos con el ML.

Cabe mencionar que se observaron dos problemas para llevar a cabo el ajuste
con el ML. Primero, la falta de un criterio adecuado para establecer la simetria de
los datos, por lo que el modelo subestima algunos parametros (Okazaki y col.,
1980). El segundo es que la produccion de CO, (experimental) nunca se vuelve
asintdtica, sino que continua incrementandose al final del cultivo (Saucedo-
Castafieda y col., 1994).

Tabla 7-4. Parametros cinéticos estimados del cultivo de A. versicolor sobre aserrin
impregnado con medio Czapek-Dox (NU) y Czapek-Dox (MP) con el ML.

Parametro Medio de cultivo

Czapek-Dox (MP) Czapek-Dox (NU)
Pcozsina (mg/gms) 13549+ 791 115.03 £ 10.29
u(hh 0.21 +0.003 0.21+0.01
1024, (MA/gMSs h) 7.11 +0.002 5.97 +0.71
lag (h) 29.97 +0.35 32.11+1.08
R >0.99 >0.92
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7.1.3. Caracterizacion fisica de aserrin

Se construyo la isoterma de adsorcion graficando el contenido de agua en funcion
de la actividad de agua (a) a temperatura constante (procedimiento descrito en la
seccion 6); obteniendo los resultados presentados en la Figura 7-8 (Al-Muhtaseb y
col., 2002). Los datos obtenidos se ajustaron al modelo de Henderson (Galvez y
col., 2006) ya que este fue el que present6 el mejor coeficiente de correlacion (R?
=0.91) de 7 modelos probados (GAB, BET, Caurie, Smith, Oswim y Halsey). El

modelo de Henderson se presenta a continuacion:

1/ 1/
—log(l-ay)] '™ _ —log(1—ay)] /1566.511
R _.a019*[—7aﬁar—

Xy =Ax|
En donde X, es el contenido de agua calculado, a, la actividad de agua y los
valores de A, f y n son parametros del modelo de Henderson caracteristicos para
el aserrin (Galvez y col., 2006). La isoterma resultante es del tipo Ill de acuerdo a

la clasificacion de Brunauer y col., 1940.

= = g N
o (2} o (63}
1 1 1 )

<&

Contenido de agua (g/gms)
o
(6]

<
T T T 1

o
o

o
o

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Actividad de agua (a,,)

Figura 7-8. Isoterma de adsorcion del sistema aserrin-
agua a 25 °C. Contenido de agua experimental (¢) y ajuste
al modelo de Henderson (—).
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Entre los valores de actividad de agua 0.012 y 0.953 el contenido de agua
aumenta lentamente de 0.019 hasta 0.323 g/gms (1.87 % - 24.43 %). Esto se
debe a que el agua retenida por el soporte se encuentra formando una multicapa
de moléculas alrededor de las particulas del solido. Esta agua esta disponible sélo
para disolver algunos solutos de bajo peso molecular y algunas reacciones

bioquimicas pero no para el crecimiento microbiano (Al-Muhtaseb y col., 2002).

Por arriba de 0.988 de actividad de agua, el contenido de agua aumenta
rapidamente hasta alcanzar la CRA del soporte (35.29 % - 74.00 %) ya que el
agua se encuentra retenida en macro capilares y tiene practicamente las
propiedades del agua liquida. Esta agua esta disponible como disolvente y para el
metabolismo microbiano (Al-Muhtaseb y col., 2002).

Por lo tanto, concluimos que un contenido de agua por arriba de 0.545 g/gms
(35.287 %) asegura una actividad de agua mayor a 0.95. Esto es importante
porque se considera que la actividad de agua minima requerida para el
crecimiento de hongos filamentosos no xerofitos es de 0.95 (Figueroa-Montero,
2011). Con base en lo anterior establecimos como criterio que el nivel de
humedad tanto en los cultivos de A. versicolor como en los de R. microsporus
debe estar entre 35 % y 74 %. En todos los cultivos se ajusté el nivel de humedad
a 65 % para satisfacer las necesidades de agua del microorganismo (Nagel y col.,
2001), sin rebasar la CRA del aserrin, evitando el escurrimiento de la fase liquida

y la saturacién de los poros (Pandey, 1992).

7.1.4. Efecto del tamafio de particula en la produccién de CO; por A. versicolor

El tamafio de particula es de gran importancia en el desarrollo de los cultivos en
medio solido. Con tamafos de particula pequefios se tiene una gran area
superficial pero disminuye la porosidad intra-particula. Por el contrario, con
tamafos de particula grandes la porosidad intra-particula es grande pero el area
superficial es pequefa. Este factor es el que probablemente determina un
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crecimiento y produccion enzimatica 6ptimos (Baysal y col., 2003). El aserrin se

tamizo y se midio su distribucién de tamafios de particula (Figura 7-9).

40 -

Fraccion (%)
N w
o o

[any
o
I

e LT

>4 4--6  6--12 12--16 16--20 20--40 <40
Intervalo de tamaiio de particula

Figura 7-9. Distribucion de tamafios de particula del aserrin.

Se colecto el intervalo de tamafios de particula que pasan malla 6 y se retienen
en malla 40, equivalente a 3.36 mm y 0.42 mm (Sigma-Aldrich, Particle Size
Conversion Table). Se eligio este intervalo de tamafios de particula debido a que
representa el 80 % del peso total del aserrin. El tamafio de particula afecta la tasa
de crecimiento, la penetracion de aire, la remocion de CO, y calor y debe
compensar entre la accesibilidad de los nutrientes y la disponibilidad de oxigeno.
En cultivos en medio soélido frecuentemente se utiliza una distribucion de tamafio
de particula de 1 mm — 10 mm (Manpreet y col., 2005). Se ha reportado que
intervalos del tamafio de particula entre 0.18 mm y 1.4 mm mejoran la
productividad (Pandey, 1992).

Se evalué el perfil respiratorio de A. versicolor sobre diferentes tamafios de
particula, los cuales fueron 6-12 (3.36 mm — 1.68 mm), 12-16 (1.68 mm — 1.19
mm), 20-40 (0.841 mm — 0.420 mm) y 6-40 (3.36 mm — 0.42 mm). En la Figura 7-
10 se muestra la tasa de produccion de CO, de cultivos de A. versicolor sobre
diferentes fracciones de tamafio de particula de aserrin.
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Figura 7-10. Efecto del tamafio de particula sobre la tasa
de produccién de CO, de A. versicolor. Mallas: 6-12 (o);
12-16 (0); 20-40 (A) y 6-40 (o).

La tasa de produccion de CO, maxima obtenida con el tamafio de particula 12-16
fue la més alta (7.47 mg/gms h) y result6 significativamente mayor que las demas.
Para las mallas 20-40, 6-40 y 6-12 la tasa de produccién de CO, maxima fue de

6.19 mg/gms h, 6.09 mg/gms h y 5.013 mg/gms h respectivamente.

Aunque la mayor produccién de CO, se obtiene con la fraccion 12-16, esta
representa tan soélo el 20 % del peso total del aserrin y, por otro lado, la tasa de
producciéon de CO, maxima en la fraccion 6-40 representa mas del 80 % de la
tasa de produccién de CO, maxima alcanzada con la fraccién 12-16. Por lo
anterior, se decidi6 hacer un compromiso entre obtener la tasa maxima de
produccion de CO;, mas elevada y utilizar la mayor cantidad de aserrin posible. Es
por esta razén que en todos los experimentos se utilizo la fraccion 6-40 (Manpreet
y col., 2005).

En este caso se logré controlar el pH. Los resultados se muestran en la Tabla 7-5.
En los cultivos con malla 6-12 y 12-16 el pH se mantuvo dentro del rango Optimo
de produccion de CO, (Veerabhadrappa y col.,, 2013). Sin embargo, en los
cultivos sobre malla 20-40 y 6-40 el pH se elevo.
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tamafios de particula de aserrin.

Tabla 7-5. Condiciones iniciales y finales del cultivo de A. versicolor sobre diferentes

Tamafo de pH Humedad
particula Inicial Final Inicial Final
6-12 6.85+0.42 6.01+0.00 57.87+0.66 60.15+0.54
12-16 6.93+0.01 6.52+0.11 60.55+0.03 63.47+0.81
20-40 6.49 £ 0.01 9.10£0.09 57.05+0.47 60.69*0.22
6-40 6.43 £ 0.02 8.84+0.04 57.43+0.01 60.26+0.21

El incremento en el pH puede deberse a protedlisis como una adaptacion
fisioloégica al estrés metabdlico debido a un exceso en la duracion del cultivo
(Viniegra-Gonzalez y col., 2003) ya que este experimento se llevd a cabo en dos
etapas, la primera con duracién de 50 h aproximadamente y la segunda de 65 h
(para evaluar la produccién de enzimas lignocelulésicas). En la Figura 7-11 se
presenta la produccion de CO, de los cultivos de A. versicolor con diferentes

tamafios de particula de aserrin.
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Figura 7-11. Efecto del tamafio de particula sobre la
produccion de CO, de A. versicolor. Mallas: 6-12 (o); 12-
16 (0); 20-40 (A) y 6-40 (o) Las lineas resultan del ajuste
con el modelo logistico.
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La produccion de CO, mas alta se alcanz6 con el cultivo de A. versicolor sobre
aserrin malla 12-16 y fue de 97.67 mg/gms. Los parametros cinéticos estimados a
través del modelo logistico se presentan en la tabla 7-6. Cabe mencionar que se
tuvieron los mismos problemas para llevar a cabo el ajuste que en el experimento

anterior (seccién 7.1.5).

Tabla 7-6. Parametros cinéticos estimados del cultivo de A. versicolor sobre aserrin de
diferentes tamafos de particula con el ML.

Parametro Tamafio de particula
6-12 12-16 20-40 6-40
Pcoz ine (MY/GMS) 73.58 + 97.67 % 87.11 + 87.16 +
2.04 4.09 4.80 4.81
Y7, (h™h 0.28+0.01 0.27+0.00 0.24+0.00 0.23+0.00
1024, (M/GMS h) 501+0.05 7.47+023 6.18+0.27 6.10+0.44
lag (h) 19.01 + 17.39 + 19.03 + 19.39 +
0.40 0.15 0.81 0.08
R? 0.999 0.998 0.999 0.999

Se observa que la tasa especifica de produccién de CO; (u) es significativamente
mayor en las mallas 6-12 y 12-16 que en las mallas 20-40 y 6-40. Por otro lado,
se observo una disminucién importante en la fase lag con la malla 12-16 que fue
de 17 h aproximadamente, mientras que entre las mallas restantes no hubo

diferencia significativa.
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7.1.5. Efecto de la fuente de nitrégeno en la produccion de CO, por R.
microsporus

Se inici6 la propagacion de la cepa de R. microsporus y en una serie de
experimentos cualitativos (en matraces) se observé que no hubo crecimiento de
este hongo sobre aserrin impregnado con medio Czapek-Dox (MP). Se decidi6
evaluar el efecto del medio de cultivo sobre el crecimiento de R. microsporus ya
que las fichas técnicas comerciales del medio Czapek-Dox indican que éste es
recomendado para hongos capaces de consumir nitrato de sodio como Unica
fuente de nitrégeno (Difco™ & BBL™). Se evalué la produccién de CO, con medio
Sabouraud (glucosa como fuente de carbono y polipeptona como fuente de
nitrégeno), medio Czapek-Dox (MP) y medio Czapek-Dox (NU). En la Figura 7-12
se muestra el grafico de la tasa de produccion de CO, para estos cultivos.
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Figura 7-12. Efecto de la fuente de nitrégeno sobre la tasa
de produccion de CO, de R. microsporus. Medio Sabouraud
(A), Czapek-Dox (MP) (¢) y Czapek-Dox (NU) (o).

La tasa de produccion de CO, maxima mas alta se obtuvo con el medio Czapek-
Dox (NU) y fue de 4.70 mg/gms h. Sin embargo, se observo que la fase lag se
alargo hasta las 17 h aproximadamente. La tasa de produccién de CO, maxima

con medio Sabouraud fue de 3.88 mg/gms h y resultd ser significativamente
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menor respecto al medio Czapek-Dox (NU). La producciéon de CO, sobre Czapek-
Dox (MP) fue muy baja y el cultivo se alargd por casi 40 h sin alcanzar su tasa de
produccion de CO, maxima. Esto se debe a que R. microsporus no es capaz de
consumir nitrato de sodio como fuente de nitrégeno (Sorenson y Hesseltine, 1966)
y el poco crecimiento obtenido fue, tal vez, gracias al extracto de levadura. En la
Figura 7-13 se presenta la gréfica de produccion de CO, vy el ajuste por intervalos
discretos al modelo logistico de los cultivos sobre medio Sabouraud y Czapek-
Dox (NU).

Produccién de CO, (mg/gms)

Tiempo (h)

Figura 7-13. Efecto de la fuente de nitrdgeno sobre la
produccion de CO, de R. microsporus. Medio Sabouraud
(A) y Czapek-Dox (UN) (o).

En la tabla 7-7 se presentan los parametros cinéticos estimados a través del
ajuste por intervalos discretos al modelo logistico (este procedimiento se explica

en la seccién 7.2).
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Tabla 7-7. Pardmetros cinéticos estimados del cultivo de R. microsporus sobre medio
Sabouraud y Czapek-Dox (NU) con el ML.

Parametro Medio de cultivo
Sabouraud Czapek-Dox (UN)
Pco2 i (mg/gms) 66.04 £ 13.85 53.13 +2.54
u(h™) 0.50 + 0.03 0.58 + 0.04
Tco2,,,, (MY/gms h) 3.88 £ 0.69 4.75 + 0.04
lag (h) 7.88 £ 0.26 16.67 +0.17
R? 0.999 0.999

En base a los resultados obtenidos podemos concluir que el medio Czapek-Dox
(NU) (sulfato de amonio y urea como fuente de nitrégeno) es el mas adecuado
para el crecimiento de R. microsporus debido que con este medio se obtiene la
tasa especifica de produccién de CO, mas alta. Por otra parte, aunque la fase lag
es mas larga, se alcanzo la tasa de produccion de CO, mas alta con este medio.
Ademas, el medio Sabouraud es rico en glucosa por lo que esta propenso a
contaminacion por bacterias. Y en el experimento de la seccion 7.1.2.4, se
demostré que el perfil respiratorio de A. versicolor es practicamente igual con
cualquiera de estas fuentes de nitrdgeno por lo que el medio Czapek-Dox (NU) se
utilizara en los biorreactores para ambas cepas. En la Tabla 7-8 se presentan los
valores de pH y humedad de los cultivos. Cabe mencionar que el pH en estos
experimentos se logré controlar y no hubo problemas de acidificacion o

alcalinizacion.
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Tabla 7-8. Condiciones iniciales y finales de los cultivos de R. microsporus sobre medio
Sabouraud y Czapeck-Doc (NU).

. _ pH Humedad
Medio de cultivo o _ o .
Inicial Final Inicial Final
Sabouraud 7.01+£0.13 7.40 +£0.02 5498 +1.16 69.63 + 3.89

Czapek-Dox (NU) 7.43+0.21 5.04+0.01 5293+0.51 60.86+0.26

Los estudios realizados permitieron la seleccion de un soporte con caracteristicas
adecuadas para cumplir con los objetivos del trabajo. Adicionalmente, por su
caracter termotolerante y la presencia y ausencia de septos se seleccionaron las
cepas de Aspergillus versicolor y Rhizopus microsporus var. chinensis (43alV).
Por otro lado, se establecio el nivel de humedad, el medio de cultivo y el tamafio
de particula para llevar a cabo los experimentos en los reactores de tanque
horizontal agitado. En el siguiente capitulo se describe la estrategia para la
estimacion de los parametros cinéticos de manera reproducible en cada uno de

los experimentos.

7.2. Estimacion de los pardmetros cinéticos

El consumo de O; y la liberacion de CO, son resultado de la respiracion. Este
proceso metabdlico sirve a los microorganismos para utilizar la mayor parte de su
energia en crecimiento. Por lo tanto, estas actividades estan asociadas al
crecimiento y pueden ser usadas para estimar la formacion de biomasa
(Raimbault, 1998).

7.2.1. Respirdmetro

En el laboratorio de Fermentaciéon en Medio Sdélido de la Universidad Auténoma

Metropolitana se desarrollé un sistema de monitoreo y andlisis automatico de la
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composicién de la corriente gaseosa que sale de los biorreactores denominado

respirbmetro.

Este equipo consta de un sistema de valvulas solenoides (ASCO, USA)
controladas por un PLC (Programmable Logic Controller) que permiten el analisis
de una corriente gaseosa por valvula. El flujo de aire pasa a través de un medidor
de flujo, un analizador infrarrojo de CO, (United Phosphorous, LTD, USA), y un
detector dispersivo de O, (United Phosphorous, LTD, USA). Los datos obtenidos
son almacenados en un registrador automatico (Data Logger) y procesados a
través de un software analizador de datos (LabView 2009) que genera una hoja

de Excel (Torres-Mancera, 2013).

7.2.2. Estimacién de la tasa de producciéon de CO,

Los datos se obtienen en un archivo de Excel generado por el LabView. Como
resultado del analisis de la fase gaseosa se obtiene el flujo volumétrico de aire
(mL/min) y la composicion volumétrica de CO, y O, (mL/100 mL aire). En la figura
7-14 se presenta la concentracion volumétrica de CO; del cultivo de A. versicolor

con medio Czapek-Dox (MP) en una sola unidad experimental.

2.5 -

Concentracion volumeétrica de

Tiempo (h)

Figura 7-14. Concentracién volumétrica de CO, en la
corriente gaseosa de un cultivo de A. versicolor en la
salida de un biorreactor tubular.
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Estos datos se transforman en tasas de produccion de CO, y consumo de O
mediante la ley general de los gases ideales, haciendo correcciones por presion
(debidas a la altura de la ciudad de Meéxico) y temperatura (debidas a la
temperatura de incubacion), de acuerdo con la siguiente expresion obtenida a

partir de un balance de masa y considerando que no hay acumulacion:

dCO;  (COppy = COyp) % F % CP % CT * PMgy % Ct
rCOz - dt - Wmsi % Vg

En donde ¢, = % es la tasa de produccién de CO, (mg/gms h); COzy y CO2a

son las concentraciones de CO, en la corriente analizada y en el aire
respectivamente (mL/100 mL aire); F es el flujo (mL/min); CP el factor de
correccion por presion (0.77); CT el factor de correccion por temperatura
(273.15/(273.15+Tincubacion); Wmsi €S el peso de materia seca inicial y Vy es el
volumen que ocupa un mol de aire en condiciones estandar (22.4 mL aire/mmol
aire; 1 atm y 273.15 K). Esta ecuacion aplica también para hacer determinar la
tasa de consumo de O,. En la Figura 7-15 se presenta la tasa de produccion de

CO; correspondiente.

(3}

Tasa de produccién de CO,
(mg/gms h)
N

Tiempo (h)

Figura 7-15. Tasa de produccién de CO, de A. versicolor
en un biorreactor tubular.
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7.2.3. Estimacion de la produccion de CO;

A partir de los datos de la tasa de produccion de CO, se estimo la produccion de
CO, por medio de la integracion con un método numérico, en este caso

empleando la regla del trapecio:

(Tcoz(nm - Tcozn) * (t(n+1) - tn)
Pcozpyry = (Tcozn * (tnyr — tn)) + > + Pcoz,

En donde Pcoz sy Y Peoz, SON las producciones de CO, (mg/gms) en el punto n+1
y en el punto n respectivamente; €021y Y TCOZ, SON las tasas de produccion de

CO; (mg/gms h) en los puntos n+1 y n respectivamente y t,.+1 t, son los tiempos

(h) en los puntos n+1 y n respectivamente.

En la Figura 7-16 se presenta la curva de produccion de CO,, tomando como

ejemplo el cultivo de A. versicolor en medio Czapek-Dox (MP).
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Figura 7-16. Produccion de CO, en un cultivo de A.
versicolor en un biorreactor tubular.

Ahora estimar los parametros cinéticos asociados a la respiracion del

microorganismo Yy relacionarlo de manera indirecta con el crecimiento (Raimbault,
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1980) a través del ajuste de los datos experimentales a un modelo no
estructurado. Existen varios modelos no estructurados para llevar a cabo este
procedimiento (Exponencial, Gompertz, etc), en este trabajo utilizaremos el
modelo logistico propuesto por Okazaki y col., 1980.

7.2.4. Ajuste con el modelo logistico

Con los valores de produccién de CO, se hizo un ajuste al modelo logistico
(Hamidi-Esfahani y col., 2004) utilizando la funcion Solver de Excel. El modelo, en

su forma integral, se muestra a continuacion:

PCOZfinal
1+ (C x e~ Ht)

Pco(t) =

En donde P.y,(t) es la produccién de CO, calculada al tiempo t (mg/gms);
Pcoz fing € la produccién de CO, alcanzada al final del cultivo (mg/gms); u es la

tasa especifica de produccién de CO, (h™) y t es el tiempo (h). En la Figura 7-17
se presenta la curva de produccion de CO; ajustada a través del modelo logistico.
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Figura 7-17. Ajuste de los datos de produccion de CO, al
modelo logistico. Experimental (o) y Ajuste (—).
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Se puede apreciar que el modelo logistico describe de manera adecuada la
primera parte del cultivo. Sin embargo, cuando el modelo ajustado alcanza la
produccion de CO, maxima (calculada) la produccién de CO, experimental
continla aumentando. Por esta razén no se puede considerar que la curva es
simétrica y en consecuencia el modelo logistico estd subestimando los
parametros, principalmente la produccion final de CO, y la tasa especifica de
produccién de CO; al final del cultivo.

La propuesta en este trabajo es aplicar un criterio para establecer la seccién de la
curva que es simétrica y para ello se siguié el procedimiento que se describe a

continuacion.

7.2.5. Ajuste al modelo logistico por intervalos discretos

El ajuste al modelo logistico por intervalos discretos (AMLID) consiste en
seleccionar la seccion de la curva de produccion de CO, que es simétrica
alrededor del punto de mayor tasa de producciéon de CO,. El primer paso es
calcular la fase lag a partir del logaritmo natural de la produccién de CO,. En la
Figura 7-18 se presenta la interseccion entre la funcion lineal del In(Pco2) en
funcién del tiempo y el eje de las abscisas. Esta interseccion corresponde al
tiempo lag del cultivo. Para el caso de cultivos bacterianos Pirt (1975) propone la

funcién logaritmica base 10.
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In (Pco,)

Tiempo (h)

Figura 7-18. Estimacion de la fase lag a partir del
logaritmo natural de la produccién de CO,.

Una vez definido el tiempo lag, se identifica el tiempo correspondiente a la tasa de
produccion de CO, maxima. La diferencia entre estos dos tiempos (tiempo lag y
tiempo en el que o, . ) representa la mitad del tiempo de cultivo en el cual la
produccién de CO, se considera simétrica; es decir, este At se suma al tiempo
correspondiente a r¢o,,,,.- El intervalo discreto para el ajuste con el modelo
logistico es entonces de lag a lag + 2At (h), en la figura 7-20 se puede observa
que la curva de tasa de produccion de CO, ajustada describe de manera precisa
este intervalo discreto de tiempo.

Finalmente, la produccién de CO; al final del cultivo se determina por medio de un
ajuste lineal a partir del tiempo lag + 2At considerado para la fase de crecimiento
logistico. En la Figura 7-19 se muestra el ajuste por intervalos discretos

considerando el intervalo ajustado con el modelo logistico y con el modelo lineal.
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Figura 7-19. Ajuste de los datos de producciéon de CO, de
A. versicolor en un biorreactor tubular al modelo logistico
por intervalos discretos. Czapeck-Dox (MP) (o); Ajuste por
el MLID (----).

Con esta estrategia se logra un mejor ajuste de la zona de respiracion asociada al
crecimiento. La etapa de respiracion no asociada al crecimiento se describe muy
bien a través del modelo lineal (R* > 0.95). En la Tabla 7-9 se muestra la

comparacioén de los parametros cinéticos estimados por las dos formas.

El ajuste al modelo logistico sin ningun criterio de simetria subestima la tasa

especifica de produccion de CO; () en un 20 % aproximadamente. El Pco2 i S€

denominé asi puesto que en ningin momento (en el tiempo de cultivo) dejé de
haber produccion de CO,, es decir no se alcanzé un valor maximo para la

produccion de COx.
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Tabla 7-9. Parametros cinéticos estimados por las dos formas de ajuste.

Parametro Logistico Logistico por intervalos
discretos
Pcoz ine (MY/GMS) 135.20 143.54
u (™) 0.21 0.27
TC02ma, (MA/gMSs h) 6.86 7.56
lag (h) 24.48 24.48
R? 0.998 0.999

El valor experimental para el CO; final es de 141.00 mg/gms, mientras que el ML
da un valor de 135.20 mg/gms, es decir que subestima este parametro en 5 %
aproximadamente mientras que el MLID da una estimacién de 143.54 mg/gms,

sobreestimando 2 % el valor real, lo cual es aceptable.

A partir de los datos de produccién de CO; ajustados por el ML y por MLID se
calculé la tasa de produccion de CO2 ajustada (la forma diferencial) para obtener
la tasa de produccién de CO; ajustada. En la Figura 7-20 se observa la tasa de

produccion de CO, de ambos modelos.

Ambos modelos sobreestiman el tiempo en el que se alcanza la tasa de
produccion de CO, maxima. El ML subestima el valor de la r¢q,, . ya que el valor
experimental es de 7.37 mg/gms h a las 36.33 h y el estimado de 6.86 mg/gms h
a las 39.67, mientras que el MLID estima que la tasa de producciéon de CO,
maxima es de 7.56 mg/gms h a las 38 h. En base a los resultados obtenidos se

decidié utilizar esta estrategia de ajuste para todos los experimentos.
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Figura 7-20. Ajuste de la tasa de produccion de CO, de un
cultivo de A. versicolor en un biorreactor tubular con ambos
modelos. Experimental (o); logistico (—) y logistico
fraccionado (— -).

7.3. Acumulacion de calor en cultivos estaticos de A. versicolor y R.
microsporus en reactores tubulares y de tanque horizontal

En este capitulo se presentan los resultados que se obtuvieron con los cultivos de
las cepas de A. versicolor y de R. microsporus a diferentes temperaturas de
incubacion; asi como, los estudios de acumulacién de calor bajo condiciones
estaticas y con agitacion en los reactores de tanque horizontal. Todos los
experimentos se llevaron a cabo por duplicado en unidades experimentales

independientes. Los valores que se reportan en tablas y graficas son promedios.

7.3.1. Efecto de la temperatura en la producciéon de CO, en cultivos de A.
versicolor y R. microsporus

La temperatura de incubacion es un factor primordial para el crecimiento y
metabolismo de cualquier célula. A medida que la temperatura aumenta, las
reacciones bioquimicas en el interior de la célula se aceleran. Sin embargo, por
arriba de cierta temperatura, proteinas y acidos nucleicos, principalmente pueden

desnaturalizarse (Cordova and Roussos, 1999). Con la finalidad de establecer las
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condiciones de operacion de los biorreactores con ambas cepas se evaluaron
diferentes temperaturas, 35, 37.5, 40, 42.5, y 45 °C. En la Figura 7-21 se presenta
la tasa de produccion de CO, en cultivos de R. microsporus a diferentes

temperaturas.
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Figura 7-21. Efecto de la temperatura sobre la tasa de
produccion de CO, de R. microsporus. 35 °C (o); 37.5 °C
(0); 40 °C (A) y 42.5 °C (o).

La tasa de produccién de CO, mayor fue 7.53 mg/gms h a 37.5 °C. Las tasas de
produccion de CO, obtenidas con las demas temperaturas evaluadas no
presentaron diferencias significativas. Cabe mencionar que a partir de 45 °C la
tasa de produccion de CO, maxima alcanzada es 60 % menor que la maxima
alcanzada a 37.5 °C, ademas de que la fase lag se dur6é mas de 30 h, por eso no

se consideraron en este estudio.
En la Figura 7-22 se presenta la produccion de CO; y el ajuste con el MLID. A

partir de estos datos se estimaron los parametros cinéticos, lo cuales se muestran
en la tabla 7-10.
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Figura 7-22. Efecto de la temperatura sobre la produccion
de CO; de R. microsporus. 35 °C (o); 37.5 °C (0); 40 °C (A)
y 42.5 °C (o).Las lineas representan el ajuste con el MLID.

También se observd la fase lag mas corta a 37.5 °C. La tasa especifica de

produccion de CO; resulté dependiente de la temperatura, es decir, aumenta

conforme aumenta la temperatura hasta una temperatura maxima después de la

cual comienza su descenso (Saucedo-Castafieda y col., 1990). Las producciones

finales de CO, fueron de mas de 70 mg/gms para los 35 °C y 42.5 °C, mientras

que a 37.5 °C y 40 °C resultaron significativamente menores.

Tabla 7-10. Parametros cinéticos estimados del cultivo de R. microsporus a diferentes

temperaturas con el MLID.

Parametro
35

Pcozfina (mg/gms)  71.28 £2.48
w(h™h 0.61 + 0.00
Tcozma, (MA/gms  4.94+0.24
h)

lag (h) 13.61 £0.11
R? 0.998

Temperatura (°C)

37.5

53.62 +1.63

0.68+0.01

7.53+0.11

10.82 £0.12

0.999

40 42.5
54.27+9.74 75.16 £6.85
0.71+0.04 0.45+0.01
4.86 +1.02 5.97 £ 0.09
13.12+0.50 13.73+0.19

0.999 0.999
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En la Figura 7-23 se presenta la tasa de produccion de CO; para los cultivos de A.
versicolor a las mismas temperaturas. Se encontré que la tasa de produccion de
CO,; méxima més elevada fue a 42.5 °C con un valor de 13.70 mg/gms h. Al igual
que en el caso de R. microsporus, a partir de los 45 °C la tasa de produccion de
CO, maxima alcanzada fue 80 % menor que a 37.5 °C y la fase lag tuvo una
duracion de méas de 30 h. Por ello, no se consider6 en este estudio temperaturas

superiores a 42.5 °C.
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Figura 7-23. Efecto de la temperatura sobre la tasa de
produccion de CO, de A. versicolor. 35 °C (o); 37.5 °C (0);
40 °C (A) y 42.5 °C (o).

En la Figura 7-24 se presenta el grafico de la produccion de CO, para los cultivos
de A. versicolor a diferentes temperaturas, ajustados por el MLID. Se observo que
la fase lag mas corta se obtuvo a los 40 °C. La tasa especifica de produccién de
CO, resulté dependiente de la temperatura, es decir, aumenta conforme aumenta
la temperatura hasta una temperatura maxima después de la cual comienza su

descenso (Saucedo-Castafieda y col., 1990).
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Figura 7-24. Efecto de la temperatura sobre la produccion
de CO; de A. versicolor. 35 °C (o); 37.5°C (0); 40 °C (A) y
42.5 °C (o). Las lineas son el ajuste con el MLID.

Las producciones finales de CO; fueron de méas de 70 mg/gms para los 35 °C y

42.5 °C, mientras que a 37.5 °C y 40 °C resultaron significativamente menores. En

la Tabla 7-11 se muestran los parametros cinéticos estimados. Como era

esperado, de nuevo se observo que la tasa especifica de produccion de CO;

depende de la temperatura.

Tabla 7-11. Parametros cinéticos estimados en los cultivos de A. versicolor a diferentes

temperaturas con el MLID.

Parametro
35

Pcozﬁnal (mg/gms) 74.93+3.24
u(h™ 0.61+0.01
Tco2ma, ~ (M@/gms  11.02 +0.92
h)

lag (h) 13.33 £ 0.19
R 1.000

Temperatura (°C)

37.5

77.81 +6.60

0.68 + 0.04

11.33+1.63

12.18 £ 0.09

1.000

40 42.5

82.73+1.35 89.71 +10.68

0.73+0.05 0.72+0.03

1241 +1.12 13.70+1.59

11.92+0.01 13.70+1.59
0.999 0.996
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7.3.2. Efecto de la temperatura sobre la tasa especifica de produccion de CO, en
cultivos de A. versicolor y R. microsporus

En los resultados obtenidos se observo la dependencia de la tasa especifica de
produccion de CO; (u) con la temperatura (Rajagopalan y Modak, 1995). En la
Figura 7-25 se muestra la gréafica de la tasa especifica de produccion de CO; en

funcién de la temperatura.

Los datos se ajustaron al modelo de Ratkowsky modificado de acuerdo a Smits y

col. (1998). El modelo de Ratkowsky se muestra a continuacion:

2
.umax(T) = (C1 * (T — Tmin) * (]_ — e(CZ*(T_Tmax)))

En donde p,,..(T) es la tasa especifica de produccion de CO, en funcion de la
temperatura; C1 y C2 son parametros de ajuste del modelo de Ratkowsky; T es la

temperatura (K).

0.40 T T T )
308 310 312 314 316

Temperatura (K)

Figura 7-25. Efecto de la temperatura sobre la tasa
especifica de produccién de CO,. Tasa especifica de
produccion de CO,: A. versicolor (o); R. microsporus ().
Las lineas representan el ajuste con el modelo de
Ratkowsky modificado.
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En la Tabla 7-12 se muestra los valores de ajuste para los dos cultivos. En ambos
cultivos se obtuvo la tasa especifica de produccién de CO, maxima a 40 °C y fue
de 0.73 h™* y de 0.71 h™* para A. versicolor y R. microsporus respectivamente. A
temperaturas mayores hubo una ligera disminucién (0.71 h™) con A. versicolor

mientras que con R. microsporus fue muy marcada (0.45 h™).

Tabla 7-12. Valores estimados con el ajuste al modelo de Ratkowsky.

Parametro Microorganismo
A. versicolor R. oligosporus
Tmin (K) 269.76 269.07
Tmax (K) 315.25 317.35
C. (h®° K™ 0.02 0.02
Cz (KY 1.61 0.75
R? 0.986 1.000

Los resultados anteriores nos permitieron concluir que 37.5 °C es la temperatura
de operacién adecuada para los cultivos en los biorreactores. Esto es debido a
qgue la tasa especifica de produccion de CO, mas alta para R. microsporus esta
muy comprometida, es decir, un ligero aumento en la temperatura provoca una
gran disminucion de la produccion de CO, (crecimiento) y sabemos que en los
biorreactores es muy probable que haya acumulacion de calor y en consecuencia
aumento de la temperatura, dando lugar a un proceso no isotérmico (Szewcyk y
Myszka, 1994). Por eso se eligio esta temperatura (37.5 °C) que, aunque es

ligeramente menor, genera una tasa especifica de produccion de CO, alta.
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7.3.3. Acumulacién de calor en cultivos de A. versicolor y R. microsporus en
biorreactores tubulares

Debido a las caracteristicas térmicas de los soportes utilizados en el CMS se
favorece la acumulacion de calor metabdlico (Saucedo-Castafieda y col., 1990).
La dificultad para remover dicho calor en los CMS provoca la formacién de
gradientes de temperatura, dando lugar a procesos no isotérmicos (Szewcyk y
Myszka, 1994), que pueden tener efectos indeseables sobre el crecimiento de
microorganismos mesofilicos (Gutierrez-Rojas y col., 1996). En los reactores de
lecho empacado, el suministro de aire a través del soporte provoca que haya una
gran actividad metabdlica y en consecuencia un aumento de temperatura
considerable (Fanaei and Vaziri, 2009). En este trabajo los cultivos en
biorreactores tubulares (RTD) se utilizaron como sistema control (Ruiz-Leza y
col., 2007). La temperatura de incubacion fue de 37.5 °C y la tasa de aireacion se
mantuvo en 1 VKgM aproximadamente. El objetivo de este experimento fue
evaluar el incremento de temperatura en cultivos de A. versicolor y R. microsporus

en RTG en direccion axial.
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Figura 7-26. Tasa de produccion de CO, de R.
microsporus a 37.5 °C en biorreactores tubulares de
diferente didmetro. 4.5 cm (o) y 2 cm (9).
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En la Figura 7-27 se presenta la tasa de produccion de CO; de los cultivos de R.
microsporus en RTG y RTD. En el cultivo de R. microsporus, la tasa de
produccién de CO, maxima alcanzada en cada uno de los biorreactores no tuvo
diferencia significativa. En el RTG alcanzé una tasa de produccién de CO;
maxima de 8.01 mg/gms h, mientras que en RTD este valor fue de 7.50 mg/gms
h. En la Figura 7-28 se presenta la produccion de CO,. No se encontraron
diferencias significativas en los pardmetros cinéticos estimados para cada tipo de

biorreactor.
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Figura 7-27. Produccioén de CO, de R. microsporus a 37.5
°C en biorreactores tubulares de diferente diametro. 4.5
cm (o) y 2 cm (0). La lineas representan el ajuste con el
modelo logistico fraccionado.

En la Tabla 7-13 se presentan los parametros cinéticos estimados. La fase lag fue
de 15 h aproximadamente y la tasa especifica de produccién de CO, alrededor de
0.7 h*, mientras que la produccién final de CO, fue cercana a 100 mg/gms en
ambos tipos de biorreactores. Cabe mencionar que la produccion de CO;
reportada en las tablas corresponde al ultimo dato estimado por el modelo lineal,

ya que es el que se ajusta mejor a los valores experimentales al final de cultivo.
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Tabla 7-13. Parédmetros cinéticos estimados para los cultivos de R. microsporus en
biorreactores estéticos.

Parametro Tipo de Bioreactor
RTG RTD
Pco2 pinar (mg/gms) 102.96 + 13.38 101.71 +6.75
u(h™ 0.71+0.01 0.74 + 0.04
TC02max (MA/GMS h) 8.01 + 0.50 7.50 % 0.50
lag (h) 15.21 +0.58 15.75+0.29
R? 0.995 0.998

En la Figura 7-29 se presenta el perfil de incremento de temperaturas (AT) a

diferentes alturas del lecho empacado en funcion del tiempo de cultivo para la
cepa de R. microsporus.
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Figura 7-28. Perfil de temperaturas a diferentes alturas de
reactores tubulares en un cultivo de R. microsporus a 37.5
°C. Tasa de produccion de CO, (o). 0 cm (¥); 3 cm (*); 6
cm (*) y 9 cm (+).
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El maximo incremento de temperatura fue de 1.2 °C alas 19 h a 6 cm de altura a
partir del fondo de la columna y corresponde con el tiempo en que se alcanza la
mayor tasa de produccién de CO,. El incremento de temperaturaa 0 cm, 3cmy 9
cm fue de 1.1 °C, 1.0 °C y 0.95 °C respectivamente.

En la Figura 7-30 se presenta la tasa de produccién de CO; de los cultivos de A.
versicolor en RTG y RTD. En este cultivo, la tasa de produccion de CO, maxima
alcanzada en cada uno de los biorreactores no tuvo diferencia significativa. En el
RTG alcanzé una tasa de produccion de CO, maxima de 18.15 mg/gms h,

mientras que en RTD este valor fue de 17.81 mg/gms h.
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Figura 7-29. Tasa de produccién de CO, de A. versicolor a
37.5 °C en biorreactores tubulares de diferente diametro.
45cm (o) y2cm (0).

En la Figura 7-31 se presenta la produccion de CO,. No se encontraron
diferencias significativas en los parametros cinéticos estimados para cada tipo de

biorreactor.
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Figura 7-30. Produccién de CO, de A. versicolor a 37.5 °C
en biorreactores tubulares de diferente diametro. 4.5 cm
(o) y 2 cm (0). Las lineas representan el ajuste con el
modelo logistico fraccionado.

El comportamiento de ambos biorreactores fue similar ya que no se encontraron
diferencias significativas entre los pardmetros cinéticos estimados para cada uno
de ellos. En la Tabla 7-14 se presentan los parametros cinéticos estimados. La
fase lag fue de 11 h aproximadamente y la tasa especifica de produccion de CO,
alrededor de 0.77 h™*, mientras que la produccién final de CO, fue cercana a 125

mg/gms en ambos tipos de biorreactores.

Tabla 7-14. Pardmetros cinéticos estimados para los cultivos de A. versicolor en
biorreactores tubulares con el MLID.

Parametro Tipo de Bioreactor
RTG RTD
P02 ine (MY/GMS) 127.23 + 6.69 123.97 + 2.51
u(hh 0.78 +0.01 0.77 £ 0.02
Tc02,, (MY/gMS h) 18.15 + 0.28 17.81 +0.81
lag (h) 11.06 + 0.04 11.29 + 0.07
R? 1.000 1.000

66



Resultados y discusion

En la figura 7-32 se muestra el perfil de incremento de temperatura (AT) en el

cultivo de A. versicolor.
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Figura 7-31. Perfil de temperaturas a diferentes alturas de
reactores tubulares en un cultivo de A. versicolor a 37.5
°C. Tasa de produccion de CO, (o). 0 cm (x); 3 cm (*); 6
cm (¢) y 9 cm (+).

El méximo incremento fue de 2.80 °C a las 17 h a 6 cm de altura a partir del fondo
de la columna y coincide con el tiempo en el que se alcanza la tasa maxima de
produccién de CO.. El incremento de temperatura a 0 cm, 3 cy 9 cm fue de 1.35
°C, 1.85 °Cy 1.80 °C respectivamente.

En la Figura 7-33 se muestra el grafico de incremento de temperatura maximo
(ATmax) €n funcion de la posicion del termopar (altura medida a partir de la base
de la columna). Los incrementos de temperatura maximos reportados
anteriormente son incrementos en direccion radial, es decir que se generan del
centro hacia la pared de la biorreactor. El gradiente de temperatura en direccion
axial es menor en ambos casos que el gradiente en radial, 0.25 °C para el cultivo
de R. microsporus y 1.45 °C en el cultivo de A. versicolor. Este comportamiento se
explica por el diametro relativamente pequefio (4.5 cm) del reactor, en donde la

aireacion forzada (Saucedo-Castafieda y col., 1990) permite la remocion de calor
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por conveccion y el bafio de temperatura controlada permite la remocion de calor

por conduccion a través de la pared del reactor (Ruiz-Leza y col., 2007).

Posicion (cm)

Figura 7-32. Incremento de temperatura en funcioén de la
altura en reactores tubulares en cultivos de A. versicolor y
R. microsporus. A. versicolor (o); y R. microsporus ()

El incremento de temperatura no tuvo efectos negativos en el cultivo. Se observa,
por otro lado, que el incremento maximo de temperatura en los cultivos de A.
versicolor es 2.3 veces mayor que en el cultivo de R. microsporus, lo cual
corresponde con la tasa de produccion de CO, maxima que es 2.25 veces mayor

en A. versicolor que en R. microsporus.

En las Figuras 7-34 y 7-35 se presenta el consumo de sustrato en cada uno de los
cultivos. El consumo de sacarosa en los dos cultivos y en ambos tipos de reactor
fue mayor al 90 %. Con estos datos se estimo el porcentaje de conversion de
sacarosa a CO; a través de un balance de carbono. En el cultivo de A. versicolor
se encontré que el porcentaje de conversion fue de 69 % en el RTG y de 67 % en
el RTD.

68



Resultados y discusion

140 -+ 160 -+
105 A 120 A
- (2] -
é’ 70 £ 80
& 2
o =]
g 35 g 40 -
O T T 1 O T T 1
Inicial RTG RTD Inicial RTG RTD
Condiciones finales Condiciones finales
Figura 7-33. Consumo de sacarosa en el cultivo Figura 7-34. Consumo de sacarosa en el cultivo
de A. versicolor. de R. microsporus.

En los cultivos de R. oligosporus fue de 44 % en el RTG y de 45 % en el RTD. El
porcentaje de conversion a CO, con fuentes de carbono de fécil asimilacion es de
50 %. El carbono restante es dirigido hacia la produccién de biomasa y reacciones
anabdlicas (Chiellini y col., 2007). Una conversion de carbono a CO, mayor a 50
% podria deberse a la produccion de enzimas lignocelulésicas capaces de
degradar los polisacaridos del aserrin y utilizarlo como fuente de carbono. En el
caso de A. versicolor se evalud la actividad xilanasa y celulasa. Sin embargo, no

se encontrd ninguna de estas actividades enzimaticas.

En la Tabla 7-15 se presentan los resultados de pH inicial y final de ambos
cultivos.

Tabla 7-15. pH inicial y final en cultivos de A. versicolor y R. microsporus en biorreactores
estaticos.

Reactor
RTG RTD
pH pH
Inicial Final Inicial Final
A. versicolor 6.80 £ 0.01 6.08 + 0.09 6.80 £ 0.01 6.14 + 0.03
R. oligosporus 6.92 £ 0.03 4.61 +0.13 6.92 £ 0.03 4.89+0.12

Microorganismo
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El pH final en el cultivo de A. versicolor se mantuvo constante, mientras que en el
cultivo de R. microsporus hubo un descenso que aparentemente no tuvo efectos
negativos sobre su perfil respiratorio. La humedad se mantuvo constante en
ambos cultivos y en los dos tipos de biorreactor alrededor del 60 %. La actividad

de agua aumento ligeramente debido al consumo de sacarosa.

7.3.4. Acondicionamiento del &rea para la instalacién y operacion de los reactores
de tanque horizontal.

Los reactores de tanque horizontal (RTH) se instalaron en un cuarto de
temperatura controlada a 30 °C. Para la operacion de estos equipos fue necesario
acondicionar un area de trabajo en la que se tuviera la disponibilidad de aire. Para
ello se instalé un compresor y un sistema de distribucion a través de valvulas de
bajo caudal. En las Figura 7-36 se muestra el sistema de distribucion de aire. En

la figura 7-37 se muestra el dispositivo de distribucion de aire.

. /
!
"4@.\:_:,._‘“- ’

Figura 7-35. Sistema de aireacion de los Figura 7-36. Sistema de distribuciéon de aire
reactores. Compresor. a través de valvulas de bajo caudal.
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Originalmente, los reactores se disefiaron para ser operados manualmente. Sin
embargo, al cargar los reactores con materia himeda se requiere de gran torque
para girar el sistema de retromezclado. Con la finalidad de obtener
reproducibilidad en los experimentos, los reactores se adaptaron a un sistema de
agitacion con motor (Figura 7-37). En la Figura 7-38 el sistema de reactores en

operacion.

Figura 7-37. Sistema de reactores de tanque Figura 7-38. Sistema de reactores en
horizontal con agitacién mecénica. operacion.

7.3.5. Acumulacion de calor en cultivos de A. versicolor y R. microsporus en los
reactores de tanque horizontal

Durante los procesos de cultivo en medio sélido en reactores a nivel piloto e
industriales se generan gradientes de temperatura, humedad y oxigeno a lo largo
del lecho. Entre los mecanismos de remocion de calor, el enfriamiento evaporativo
puede ser muy eficiente para controlar la temperatura. Sin embargo, este
procedimiento tiende a secar el soporte provocando limitaciones en el crecimiento
(Nava y col., 2011). A diferencia de los reactores de lecho empacado, la aireacion
de los reactores estéticos se limita a la superficie expuesta por lo que el desarrollo
de microorganismos se limita a solo unos pocos centimetros de espesor de lecho
(Fanaei and Vaziri, 2009).
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En estos experimentos se utilizaron los reactores de 5 L de capacidad operados al
30 % de su volumen. La temperatura de incubacion se controlé por medio de
circulacién de agua a través de la chaqueta del reactor. En ambos casos fue de
37.5 °C. El flujo de aireacion se mantuvo a 1 VKgM sin atemperar el aire, por lo
que su temperatura fue de 30 °C (temperatura controlada en el cuarto) para evitar
condensacion en la superficie del reactor. En la Figura 7-39 se presenta la tasa de

produccion de CO; del reactor con el cultivo de R. microsporus.
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Figura 7-39. Tasa de produccion de CO, de R.
microsporus en RTH en condiciones estéticas a 37.5 °C.

La tasa de produccion de CO, maxima fue de 6.75 mg/gms h y se alcanzé a las
19 h aproximadamente. En comparacion con los reactores tubulares (RTG y RTD)
hubo una diferencia significativa. La tasa de produccion de CO, maxima

encontrada en el reactor representa el 83 % de la maxima encontrada en el RTD.

En la Figura 7-40 se presenta la produccion de CO; en el RTH y en la Tabla 7-16
se presentan los parametros cinéticos estimados para este cultivo. La produccién
final de CO; fue de 83.93 mg/gms, cerca de 20 % menor en comparacion con los
reactores tubulares. Aunque se observé una ligera disminucién en la fase lag,

también disminuy0 la tasa especifica de produccion de CO».
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Figura 7-40. Produccion de CO, de R. microsporus RTH
en condiciones estaticas a 37.5 °C.

Se evaluo el incremento de temperatura en el aire suministrado al reactor. Bajo
condiciones estaticas se esperaba que se generara un marcado incremento en la
temperatura. En la Figura 7-41 se presenta el grafico de AT en funcién del tiempo
de cultivo. En este experimento en particular no se hizo duplicado. Los resultados

presentados corresponden a un solo RTH.

Tabla 7-16. Pardmetros cinéticos estimados en el cultivo de R. microsporus en RTH estatico

con el MLID.
Parametro RTH
Pcoz i (mg/gms) 83.93
u(h™) 0.65
TC02mq, (MA/gMSs h) 6.75
lag (h) 14.32
R 0.999
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Los termopares colocados en la superficie del cultivo no registraron incrementos
de temperatura significativos que correspondan con la maxima tasa de produccion
de CO,. Esto se debe a que la remocién de calor en la superficie del reactor se
lleva a cabo de manera eficiente por conduccion. Por otro lado, la temperatura del
aire a la salida presenté un incremento de 0.98 °C cuando se alcanz6 la maxima

tasa de produccion de COa,.
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Figura 7-41. Perfil de temperaturas en el aire de salida y
en dos posiciones del cuerpo del RTH en el cultivo de R.
microsporus. Tasa de produccién de CO, (o). Aire (....);
TL(=-)yT2 ().

Este aumento de temperatura es debido a la actividad metabdlica de R.
microsporus ya que se consideraron las diferentes fuentes que pudieron haber
aportado calor al sistema. En la Figura 7-42 se presenta la tasa de produccion de

COs5 en el cultivo de A. versicolor en el RTH estéatico.
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Figura 7-42. Tasa de produccién de CO, de A. versicolor en
RTH en condiciones estaticas a 37.5 °C.

La tasa de produccion de CO, maxima que se alcanz6 en este cultivo fue de
12.47 mg/gms h y corresponde aproximadamente al 70 % de la tasa de
produccién maxima encontrada en los RTD. El la Figura 7-43 se presenta la
produccion de CO; de este cultivo.
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Figura 7-43. Produccién de CO, de A. versicolor en RTH
en condiciones estaticas a 37.5 °C.
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La produccion de CO; final fue de 95.81 mg/gms, cerca de 25 % menor en
comparacion con los reactores tubulares. De la misma manera, se observé una
ligera disminucion en la fase lag, pero disminuyo la tasa especifica de produccion
de CO,. En la Tabla 7-17 se muestran los parametros cinéticos estimados para

este cultivo.

Tabla 7-17. Parametros cinéticos estimados para los cultivos de A. versicolor en RTH
estaticos con el MLID.

Parametro RTH
Pco2 final (mg/gms) 95.81
u(h™) 0.63
Tco2,,,, (MY/gms h) 12.47
lag (h) 10.78
R? 1.000

En la Figura 7-44 se presenta el grafico de AT en funcién del tiempo de cultivo. En
este caso, se observaron incrementos de temperatura en la superficie del cultivo
que corresponden con la tasa de produccidon de CO, maxima, sin embargo
tampoco fueron significativos. Esto se debe a que la remocion de calor en la
superficie del reactor se lleva a cabo de manera eficiente por conduccién. Por otro
lado, la temperatura del aire a la salida presento un incremento de 0.98 °C cuando
se alcanzo la maxima tasa de produccion de CO,. En este cultivo se registré un
incremento de temperatura maximo de 0.66 °C en a 5 cm de la entrada de aire
(sobre la superficie del reactor) y de 1.66 °C en la posicion 2 (5 cm antes de la

salida de aire, sobre la superficie del reactor).
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Figura 7-44. Perfil de temperaturas en el aire de salida y
en dos posiciones del cuerpo del RTH en el cultivo de A.
versicolor. Tasa de produccion de CO; (o). Aire (....); T1

(=) yT2 ().

El incremento de temperatura del aire debido a la actividad metabdlica de A.
versicolor fue de 2.19 °C. La diferencia de temperaturas en los termopares
colocados en el cuerpo del RTH indica que existe un gradiente en direccion axial,
mientras que el aumento en la temperatura del aire nos indica que existe un
gradiente en direcciéon radial. Aunque el aumento de temperatura no fue tan
marcado en la superficie como para provocar un dafio en el metabolismo de A.
vesrsicolor, tal vez el aumento de temperatura sea mayor en el interior del lecho,
lo que provoco la disminucién en la produccion de CO; y en la disminucion de los

parametros cinéticos estimados.

El consumo de sustrato en el RTH para el cultivo de R. microsporus fue del 85 %,
mientras que en el cultivo de A. versicolor fue del 93 %. El balance de carbono
indica que en el cultivo de R. microsporus hubo una conversién del 40 % y en el
de A. versicolor fue de 52 %. En la Tabla 7-18 se presentan las condiciones

iniciales y finales de pH y humedad.
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Tabla 7-18. pH inicial y final en cultivos de A. versicolor y R. oligosporus en RTH estéatico.

RTH
Microorganismo
pH Humedad
Inicial Final Inicial Final
A. versicolor 6.80 £ 0.01 6.39 £ 0.23 59.00+0.42 61.45+1.20
R. oligosporus 6.92 + 0.03 4.24 +0.16 60.63+£0.30 63.73+0.90

El pH en el cultivo de A. versicolor se mantuvo controlado, mientras que en el
cultivo de R. microsporus hubo un ligero descenso pero no tuvo efectos negativos
sobre el desarrollo del microorganismo. La humedad se mantuvo constante en
ambos cultivos y en los dos tipos de biorreactor alrededor del 60 %. La actividad

de agua aumento ligeramente debido al consumo de sacarosa.

7.4. Efecto de la agitacién en cultivos de A. versicolor y R. microsporus en
biorreactores de tanque horizontal.

El bajo contenido de agua en los cultivos en medio sélido provoca dificultades en
la remocion del calor metabdlico, debido a que la conductividad térmica del aire es
mucho menor que la del agua lo que disminuye la transferencia de calor por
conveccién, mientras que la baja conductividad térmica de los soporte utilizados
(en este caso madera) dificulta la remocion de calor por conduccion a traves de
las paredes del reactor (Mitchell y col., 2002). La agitacion en los cultivos en
medio solido se ha propuesto como mecanismo para reducir los gradientes de
calor, humedad y de intercambio de gases y ha sido evaluada en la produccion de
etanol, enzimas, entre otros (Han y col., 1999). Aunque la agitacion puede mejorar
significativamente la remocion de calor a través de las paredes del reactor, no es
utilizada en todos los reactores de cultivo en medio sdélido ya que no todos los
hongos y soportes son capaces de tolerar los esfuerzos de corte y fuerzas de
colision que resultan del mezclado (Fanaei y Vaziri, 2009).
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Se evalud el efecto de la agitacion intermitente sobre el metabolismo de ambas
cepas. Para establecer la frecuencia de agitacion se propuso como criterio el

tiempo de duplicacion (tg). Para calcularlo se utilizo la siguiente expresion:

o=ty = In(2)

u
En donde ¢ es la frecuencia de agitacién (h) y u es la tasa especifica de
produccién de CO, estimada en el cultivo bajo condiciones estéticas. El cultivo de
A. versicolor se mezcl6 cada 1.58 h a 3 rpm por 1 min y el cultivo de R.
microsporus se mezcldé cada 1.36 h a 3 rpm por 1 min. En la Figura 7-45 se
presenta la tasa de produccion de CO; del cultivo de A. versicolor en el reactor de

tanque horizontal con agitacion intermitente.
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Figura 7-45. Tasa de produccion de CO, de A. versicolor
en el RTH con agitacion y en RTD. 3 rpm (RTH) a 37.5
°C. RTH (0) y RTD ().

La tasa de produccion maxima alcanzada fue de significativamente mayor en el
RTH que en los RTD, ésta fue de 15.70 mg/gms h y de 10.72 mg/gms h
respectivamente. En comparacion con el cultivo en condiciones estéaticas de la

seccion anterior, se logréo mejorar este parametro en un 25 %.
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Figura 7-46. Produccién de CO, de A. versicolor en el RTH
con agitacion y en RTD. 3 rpm (RTH) a 37.5 °C. RTH (0) y
RTD (o). Las lineas representan el ajuste al modelo logistico
fraccionado.

En la Figura 7-46 se presenta la produccién de CO, y en la Tabla 7-19 los
pardmetros cinéticos estimados para este cultivo. La produccion de CO; en el
reactor agitado aumenté cerca del 20 % en comparacion con el cultivo en
condiciones estéticas. La fase lag se retras6 cerca de 1 h y la tasa especifica de

produccién de CO, disminuyo.

Tabla 7-19. Parametros cinéticos estimados en los cultivos de A. versicolor en el RTH
agitado y RTD estatico.

Paradmetro Tipo de Biorreactor
RTH RTD
Pco2 pine (MA/GMS) 114.88 +9.21 86.33 + 8.07
u(h™) 0.52 +0.02 0.61+0.06
Tc02ma, (MA/gMs h) 15.70 £ 0.48 10.72 £ 1.41
lag (h) 11.88 + 0.05 12.02 + 0.43
R? 0.999 1.000

80



Resultados y discusion

Estos resultados sugieren que la agitacion en este cultivo mejoro la aireacion y la
homogeneidad del soporte, lo que permitié que el microorganismo presentara una
mayor produccion de CO,. Esto se confirmé con observaciones al microscopio
estereoscopico. En la Figura 7-47 se presenta el perfil de temperaturas en el

cultivo de A. versicolor en RTH agitado.
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Figura 7-47. Perfil de temperaturas en el aire de salida y
en dos posiciones del cuerpo del RTH en el cultivo de A.
versicolor. Tasa de produccion de CO; (o). Aire (....); T1

(=) yT2 ().

Se midieron los incrementos de temperatura y se observo que la agitacion tuvo un
efecto significativo en la formacion de gradientes de temperatura. EI maximo
incremento en la temperatura del aire a la salida del reactor fue de 1.78 °C.
Mientras que en la superficie del lecho no hubo incrementos de temperatura

importantes en ninguna de las dos posiciones monitoreadas.

Por otra parte, el cultivo de R. microsporus fue inoculado con micelio debido a que
no este hongo no esporula tanto como A. versicolor, por lo que la cantidad de
suspension de esporas necesaria representaba mas del 10 % del volumen de
medio para ajustar la humedad. Para ello, se propago6 este hongo en medio YPD

a pH 6 por 24 h, y se inoculdo el medio Czapek-Dox NU con un volumen
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equivalente al 5 % del requerido. En la Figura 7-48 se presenta la tasa de

produccion de CO; en el cultivo de R. microsporus en el RTH agitado.
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Figura 7-48. Tasa de produccion de CO, de R.
microsporus en el RTH con agitacién y en RTD. 3 rpm
(RTH) a 37.5 °C. RTH (¢) y RTD ().

En este caso el cultivo en RTH presentd una tasa de produccion de CO, de 15.78
mg/gms h que es més del doble de la encontrada bajo condiciones estaticas (133
% mas). Sin embargo, a las 30 h de cultivo se presenté una segunda fase de
crecimiento. Este comportamiento puede deberse a la induccién de una forma de
dimorfismo de R. microsporus (Bandyopadhyay y col., 2012). Se hizo un frotis del

cultivo y se constato la presencia de levaduras.

Para comprobar este fenbmeno, se resembraron muestras del cultivo en cajas
Petri con agar PDA y se incubaron a 37.5 °C por 24 h. Se aisl6 una colonia
(Figura 7-49) y se resembro en cajas Petri con agar PDA con cloranfenicol a 500
ppm para eliminar bacterias. Después de 24 h se resembrd una colonia en agar
PDA y se incubd a 37.5 °C por 24 h. En la Figura 7-50 se observa la formacién de
hifas cenociticas a partir de levaduras. En este trabajo no se identifico plenamente
la forma levaduriforme de R. microsporus por lo que se recomienda que se haga

una evaluacion mas extensa de este fenémeno.
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Figura 7-49. Levaduras aisladas del cultivo de Figura 7-50. Aparente fomacién de micelio a
R. microsporus en agar PDA con cloranfenicol. partir de la levaduras de R. microsporus. (40X).

En la Figura 7-51 se presenta la produccién de CO, del cultivo de R. microsporus.
Se puede observar que la curva tiene diversas fases de respiracion. La primera
corresponde a la forma micelial y corresponde a un perfil respiratorio
convencional. La segunda etapa corresponde a un perfil respiratorio no asociado
a crecimiento. Por dltimo se genera una nueva produccién de CO, exponencial

que corresponde al crecimiento de la forma levaduriforme.
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Figura 7-51. Produccién de CO, de R. microsporus
en el RTH con agitacion y en RTD. 3 rpm (RTH) a
37.5 °C. RTH (0) y RTD (o). Las lineas representan el
ajuste al modelo logistico fraccionado.
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Tabla 7-20. Parédmetros cinéticos estimados para los cultivos de R. microsporus en
biorreactores.

Parametro Tipo de Bioreactor
RTH RTD
Pco2 i (mg/gms) 165.22 + 21.71 81.09 +4.84
u(h™) 0.44 +0.05 0.28 +0.01
1024, (M/GMS h) 15.78 + 0.97 4.40 +0.17
lag (h) 13.56 + 0.36 15.70 + 0.55
R? 0.999 0.997

El consumo de sustrato en estos experimentos fue mayor del 95 % en ambos
cultivos. A través de los balance de carbono podemos observar que en el cultivo
de A. versicolor el porcentaje de mineralizacion de la sacarosa fue de 37 %,
mientras que en R. microsporus fue de 59.94 %. Como se menciond
anteriormente este exceso de mineralizacion de fuente de carbono puede deberse
a la degradacion parcial del soporte. Sin embargo no se detect6 actividad celulasa

ni xilanasa.

En la Figura 7-52 se presenta el perfil de temperaturas en el cultivo de R.
microsporus en RTH agitado. En este caso, el aumento de temperatura en el aire
de salida fue de 1.60 °C mientras que en las posiciones monitoreadas en el
cuerpo del reactor no hubo diferencias significativas. Sin embargo, los gradientes
de temperatura generados no representaron un riesgo para este microorganismo.
Como se observo en gréfica 7.48, la tasa de produccion de CO, fue mas del doble
en comparacion con la tasa de produccion de CO, en el cultivo estatico. En
consecuencia la generaciéon de calor debe de ser proporcional al aumento de la
actividad respiratoria, por lo que la remocién de calor fue mayor.
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Figura 7-52. Perfil de temperaturas en el aire de salida y
en dos posiciones del cuerpo del RTH en el cultivo de R.
microsporus. Tasa de produccion de CO; (o). Aire (....);
T1(==-)yT2 ().

Con este experimento concluimos que el mezclado en los cultivos en medio sélido
en combinacién con la aireacion forzada son mecanismos eficientes para evitar
los gradientes de temperatura sin provocar dafios a los microorganismos

independientemente de la presencia o ausencia de hifas septadas.
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8. CONCLUSIONES

8.1. General

El cultivo en medio sélido en biorreactores agitados no tuvo efecto negativo en la
produccion de CO, del hongo septado Aspergillus versicolor; sin embargo, bajo las
condiciones de agitacion evaluadas en este trabajo, la agitacibn mecanica provoco
cambios importantes en el perfil respiratorio y en la generacion de un cultivo

levaduriforme del hongo no septado Rhizopus microsporus.

8.2. Particulares

Se selecciond un soporte inerte con caracteristicas adecuadas en cuanto a
capacidad de retencion de agua (tres veces su peso), tamafio de particula y
densidad para los experimentos en los reactores de tanque horizontal bajo

condiciones estéticas y agitadas.

Se observo la importancia de controlar el pH a lo largo del cultivo a través de la
adicidon de sales que funcionen con agente regulador. La estrategia de usar urea y
sulfato de amonio aparentemente fue mas adecuada ya que permiti6 ademas

suministrarle una fuente de nitrdgeno asimilable a R. microsporus.

Se desarrollé una estrategia para estimar los parametros cinéticos por intervalos
discretos asociados al crecimiento confiable y capaz de describir muy
precisamente (coeficientes de correlacion mayores a 0.95) ambas fases de

respiracion, la asociada al crecimiento y la no asociada al crecimiento.

Se establecieron las condiciones de operacion mas adecuadas para la operacion

de los reactores de tanque horizontal en cuanto a temperatura. Se observo que en
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reactores tubulares los gradientes de temperatura en direccién axial son mucho

menores que los gradientes en direccion radial.

En los reactores de tanque horizontal hubo la formacion de gradientes solo en

direccién radial tanto en condiciones estaticas como agitadas.

La agitacion del medio provocd una mejora en la tasa de respiracion de ambos
microorganismos. Pero aparentemente indujo el dimorfismo en la cepa de R.

microsporus.
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