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RESUMEN 

     En el presente trabajo se  estudio la fisiología de Aspergillus niger cuando crece  

sobre superficies sólidas, particularmente, se  exploraron tres aspectos: 1. El efecto 

de la disponibilidad de sustrato en el rendimiento Yx/s, midiendo y considerando el 

espesor de la biopelícula como un factor que limita  la eficiencia biosintética, 2. El 

cambio  de la permeabilidad membranal  como función de la concentración de 

sustrato, S0, y  3. Los gradientes de nutrientes en el agar.  

    A fin de entender mejor la fisiología del cultivo en superficie, se definió la variable 

σ0, como la disponibilidad de sustrato por unidad de área (mgcm-2) que se puede 

calcular como  el cociente: S0/α, donde α  es la relación A/V del soporte,  de tal 

manera que σ0   tiene dos  fuentes de variación; el  volumen del medio y  S0. 

Entonces, se diseñó un experimento  con un rango de σ0 entre 6 y 63 mgcm-2  y se 

estimó el Yx/s, el espesor de la biopelícula, h, y se construyeron las curvas de 

producción  de biomasa y consumo de glucosa; con ello se  realizó el balance de 

materia con ecuaciones empíricas y fue posible deducir 4 propiedades de los 

cultivos fúngicos en superficie: 1. La densidad volumétrica final del cultivo es 

independiente de la concentración del sustrato y de su disponibilidad por unidad de 

superficie del soporte, 2.  El espesor  final de la biopelícula, h, sigue una función de 

saturación con respecto a σ0. 3. El balance de materia indica que el rendimiento 

decrece conforme se aumenta σ0. 4. Hay una constante de eficiencia de la 

producción de la biomasa por unidad de superficie que está definida por el máximo 

espesor posible de la capa del micelio, con una densidad volumétrica dada. 
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     La permeabilidad de la membrana al sustrato se estimó a partir de un modelo 

propuesto, para ello fue necesario medir, a diferentes concentraciones de sustrato 

(S0), el diámetro hifal (dH), la tasa específica máxima de crecimiento (µmax), además  

se realizaron las cinéticas de producción de biomasa y consumo de sustrato, el 

modelo permite estimar la permeabilidad del sustrato  a partir de variables 

fisiológicas.  Los resultados indican que cuando se modifica S0 de 12.5 a 100 gL-1, 

la permeabilidad membranal disminuye aproximadamente un orden de magnitud. 

Este resultado podría explicar la baja sensibilidad a la represión catabólica  

observada en cultivos  sólidos. También  se observó que el dH disminuye  

aproximadamente en un 65%, lo cual  permite incrementar el área específica de 

acuerdo a la siguiente relación: 

 
 OHH

x
Xd

A

2
1

4





  

     donde: Ax es el área  por gramo de micelio seco, dH  es el diámetro  promedio de 

las hifas y ρ es la densidad del micelio húmedo. Tal respuesta se puede interpretar 

como una adaptación morfométrica para incrementar el consumo  específico de 

sustrato. 

     Por otro lado, también se midió el tiempo de recuperación, T1 (tiempo necesario 

para revertir el campo magnético original después de un pulso de inversión), y la 

intensidad de señal axial (el campo magnético generado por los nutrientes) a través 

de imagenología de resonancia magnética nuclear (IRMN), los resultados indican 
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que existen gradientes axiales en el agar, es decir,  bajo condiciones de estudio la 

difusión pareciera ser un paso limitante para el metabolismo. Sin embargo, las  

imágenes también muestran que después de 72 horas de cultivo, las hifas penetran 

en el agar como una compensación a la baja disponibilidad de nutrientes en  la 

superficie. También se  concluyó que  bajo las condiciones de estudio, las señales 

medidas por IRMN correspondían a todos los nutrientes y no eran exclusivas de la 

glucosa.   
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I. INTRODUCCIÓN 

1.1 Generalidades del género Aspergillus. 

     Los Aspergillus  se han clasificado dentro de los Deuteromycetes. Se encuentran 

frecuentemente en frutas, vegetales u otros sustratos  sólidos, muchas especies 

crecen sobre materia orgánica muerta, también se desarrollan en  concentraciones 

altas de azúcar y sales, lo que  indica que pueden tomar el agua que necesitan de 

sustancias relativamente secas (Pelczar, 1999). Son de gran importancia 

económica porque se les usa en la industria de la fermentación  para la producción 

de diversos ácidos orgánicos, tales como: cítrico y glucónico. 

     Los aspergillus producen micelio tabicado, ramificado, con la parte vegetativa 

introducida en el nutriente. Las estructuras erectas de las hifas y que tienen 

terminación en forma de bulbo llamado vesícula, se llaman conidióforos. Los 

conidióforos pueden ser   septados o no septados, en el ápice, los conidióforos se 

hinchan formando una vesícula, ésta a su vez  da lugar al esterigma, que está 

formada por una o dos capas. Las conidias salen del esterigma y se mantienen en 

cadenas, son de varios colores y éstos son característicos de la especie, siendo 

más comunes negro, café y verde, tienen forma  esférica y son unicelulares con  

polímeros rígidos en su corteza. Dado que los conidióforos y las conidias son 

producidos en abundancia, su color es el que predomina en toda la colonia, la 

composición del medio de cultivo tiene un fuerte efecto sobre el color de Aspergillus, 

se ha observado que el  cobre le confiere al cultivo el color negro  Mulder (1938), en 

ausencia de cobre se torna de color amarillo. 
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Figura 1.Representación de las estructuras de Aspergillus niger (Díaz- Godínez, 2011) 

1.2 Importancia de Aspergillus en la Biotecnología 

  Las enzimas que el mercado demanda, son utilizadas en industrias que producen 

textiles, detergentes, azúcares de maíz y quesos. Para la producción de tales 

enzimas se utilizan microorganismos que presentan ciertas ventajas a nivel 

industrial, tales como: facilidad para separar la biomasa del caldo de cultivo 

(biomasa en forma de micelio), que crezca con rapidez y que excrete un gran 

número de enzimas.  Uno de los  géneros que presenta estas ventajas, es el  género 

Aspergillus (ver tabla 1). 

 

 



6 

 

   Tabla 1. Productos obtenidos por microorganismos  del género Aspergillus. 

Especie Producto 

A. fumigatus 
Fumagilina 

A. niger Ácido cítrico 

A.niger Proteasa 

A.niger Lipasa 

A.niger Celulasa 

A.niger Lactasa 

A.niger Pectinasa 

A. awamori Glucoamilasa 

A. terreus Ácido itacónico 

     Las   cepas silvestres del género Aspergillus  producen diferentes compuestos 

(tabla 1). Además  se ha mostrado que es  factible transformar estas cepas a través 

de técnicas de biología molecular, para  obtener productos de interés industrial 

producidos por diferentes microorganismos (Berka  et al.,1997).  

    Las  investigaciones hechas por la empresa Genencor  mostraron la factibilidad 

de clonar el  gen del becerro que codifica para la quimiosina (enzima utilizada en la 

manufactura del queso) para expresarla en Aspergillus awomori (Berka et al., 1991). 

Este hecho permitió  incrementar la oferta de esta enzima,  sin depender de la 
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disponibilidad de becerros. Trabajos posteriores han  corroborado  que es posible 

expresar  enzimas producidas por diferentes organismos en cepas del género 

Aspergillus  (Berka et al.,1997 y Juge et al.,1998),  esto indica que la diversidad de  

enzimas producidas por Aspergillus  aumentará, por ello es importante entender los 

fenómenos entorno a la capacidad productora de enzimas por estos 

microorganismos. 

1.3 La difusión es proporcional al gradiente de concentración. 

     En múltiples fenómenos se puede observar que  una sustancia volátil tiende a 

difundirse a favor de un gradiente de concentraciones, la difusión  cesa cuando el 

gradiente ha sido eliminado. Por otra parte, la rapidez con la que el gradiente de 

concentración es eliminado está en función de las características propias de cada 

soluto, del medio en el que difunde y de la temperatura. Los factores antes 

mencionados son englobados en un coeficiente que se determina 

experimentalmente, el coeficiente de difusión, D, es particular para cada sustancia 

y es referido al medio y temperatura en que fue  estimado. 

     Imaginemos  un sistema en donde la concentración cambia con la posición z. 

Ahora J es el flux del soluto es decir, el número efectivo de moléculas que atraviesan 

un área por unidad de tiempo. La ley de Fick  establece que el flux es proporcional 

al gradiente de concentración.  

      𝐽 = −𝐷
𝜕𝑛

𝜕𝑧
                      (1.1) 
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 donde n  es la concentración del soluto y  D es el coeficiente de difusión que bien, 

se puede definir como una constante de proporcionalidad  y z  la  distancia a recorrer 

por el soluto. En un elemento diferencial de volumen A dz, la acumulación  de 

solutos estaría dada por la diferencia del flujo entrante con el saliente, Je y Js, 

respectivamente:  

    𝐽𝑒𝐴 − 𝐽𝑠𝐴 =
𝜕𝐽

𝜕𝑍
𝐴𝑑𝑧           (1.2) 

    La acumulación del soluto de n en la unidad de tiempo es: 

=(𝐴𝑑𝑧)
𝜕𝑛

𝜕𝑡
                              (1.3) 

donde: n es la concentración del soluto. Igualando las ecuaciones anteriores y 

utilizando la ecuación de Fick, obtenemos la siguiente  expresión: 

.
𝜕

𝜕𝑧
(𝐷

𝜕𝑛

𝜕𝑧
) =

𝜕𝑛

𝜕𝑡
                      (1.4) 

    Si el  coeficiente de difusión no depende de la concentración, se puede obtener 

la siguiente ecuación: 

1

𝐷

𝜕𝑛

𝜕𝑡
=

𝜕𝑛

𝜕𝑧2
                              (1.5) 

La ecuación anterior es una forma de la segunda ley de Fick, con la cual se puede 

calcular la posición de  un soluto en un tiempo determinado. 

1.4 Principios de imagenología de resonancia magnética nuclear. 

     El  tiempo que tarda una muestra en recuperar su  magnetización nuclear natural 

después de haber sido sometida a un campo magnético externo, se le conoce como 
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tiempo de recuperación (T1), las muestras biológicas tienen distintos T1, las 

diferencias en valores de T1 son explotadas en Imagenología de Resonancia 

Magnética Nuclear (IRMN) para producir imágenes con contraste ponderado por 

este parámetro. Por ejemplo, en una secuencia de pulsos Espín-Eco,  el contraste 

ponderado por T1 es obtenido con Tiempos de Repetición (TR) y Tiempos Eco 

cortos (TE)  (por ejemplo, 500 y 10 ms, respectivamente).  

     Existe un método alternativo para crear el contraste de la imagen a partir de T1. 

En este método se aplica un pulso de inversión que desplaza la magnetización 

longitudinal del eje +z al –z, antes de aplicar el pulso de excitación de radio 

frecuencia (RF) de la secuencia de pulso (SP) subsecuente, un tiempo de espera 

es proporcionado para permitir la recuperación de la magnetización invertida para 

llegar nuevamente a su estado de equilibrio. Los tejidos con diferentes valores de 

T1 se recuperan a diferentes velocidades, creando un contraste de T1 característico. 

   El pulso de excitación de radiofrecuencias (RF) convierte entonces las diferencias 

en la magnetización longitudinal en diferencias en la magnetización transversal. 

Esto produce señales que forman una imagen con contraste ponderado por T1, 

aunque se pueden introducir contrastes adicionales en el resto de la SP. Las SP 

con un pulso de inversión seguido de un tiempo de espera previo al pulso de 

excitación son conocidas como secuencia de pulsos inversión recuperación 

(inversión recovery, IR). El tiempo de espera entre los pulsos de inversión y el de 

excitación es conocido como el tiempo de inversión (denotado por Ti). 
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1.4.1 Inversión-recuperación y medición de T1. 

     El Decaimiento Inducción  Libre (FID, por sus siglas en inglés) y los experimentos 

con Espín Eco se utilizan para determinar las propiedades de T2 (tiempo de 

recuperación transversal) de una muestra. Sin embargo, como experimentos 

únicos, éstos no son sensibles a T1. Como experimentos repetidos sus señales 

dependen de T1, y los parámetros de latencia-espín podrían, en principio, ser 

determinados realizando un número de secuencias repetidas con diferentes valores 

de TR. Sin embargo, tales experimentos toman largo tiempo.     

 

Figura 2. Diagrama de inversión-recuperación, consiste de una combinación de dos pulsos 

de RF. El primer pulso invierte la magnetización longitudinal. El segundo pulso 

después del tiempo TI  desplaza la magnetización longitudinal al plano transversal 

para que una señal FID pueda ser medida. 

Existe otro experimento, llamado “inversión recuperación”, que es sensible a T1. 

Aunque este experimento puede ser empleado para obtener un valor exacto de T1, 

la determinación no puede hacerse con un solo experimento (Haacke et al., 1999).  

La inversión recuperación es similar a un experimento FID, pero con un pulso 

adicional de 180° empleado para invertir la magnetización y definir un intervalo de 

tiempo TI antes de un pulso de 90°. El diagrama de la secuencia se muestra en la 
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figura 2. El regreso de la componente longitudinal de la magnetización entre estos 

pulsos resulta en una señal intensa que depende de TI.  

1.4.2  Medición de T1. 

     Para la medición de T1 a través de inversión recuperación, es necesario realizar 

un seguimiento del componente longitudinal de la magnetización durante el periodo 

entre los pulsos 180° y 90°. La magnetización longitudinal después del pulso inicial 

de 180° es negativa respecto al valor de equilibrio.  

     El tiempo t = TI ha sido definido como el tiempo del pulso de 180°. La 

magnetización regresa a su valor de equilibrio en el intervalo entre los pulsos de 

acuerdo a: 

𝑀𝑍(𝑡) = −𝑀0𝑒
𝑡

𝑇1
⁄ + 𝑀0 (1 − 𝑒

−𝑡
𝑇1

⁄ ) = 𝑀0(1 − 2𝑒
−𝑡

𝑇1
⁄ ),    0< t < TI    (1.6) 

      Después de que la magnetización longitudinal es enviada al plano transverso 

para proporcionar la señal inicial, la magnitud de la magnetización transversal se 

comporta como: 

𝑀z(𝑡) = |𝑀0 (1 − 2𝑒
−𝑇𝐼

𝑇1
⁄

)| 𝑒
−

𝑡−𝑇𝐼
𝑇2

∗
,    t > TI                                             (1.7) 

     La magnitud de la señal medida es modulada por el factor exponencial 

dependiente de T1. El segundo factor de la ecuación 1.7 hace posible encontrar un 

valor finito de TI donde la señal es cero. Además, un camino exacto para  determinar 

T1 es el hecho de que la señal desaparece cuando: 
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𝑇𝐼,𝑛𝑢𝑙𝑙 =  𝑇1 ln(2)                                  (1.8) 

     Esto implica que la señal es una función de TI y por lo tanto de T1 como se ilustra 

en la figura 3. Para encontrar T1, TI es variado hasta  llegar al cero. Los ceros de la 

señal pueden ser determinados, tal que T1, para una muestra uniforme, pueden ser 

medidos usando este método. 

 

Figura 3. Magnitud de una señal para en una secuencia de inversión-recuperación en función 

de TI, el tiempo entre dos pulsos de RF.  

     Existe una utilidad asociada con el cero de la señal. Si la muestra en estudio 

tiene dos sustancias o tejidos con diferentes valores de T1, entonces un experimento 

puede realizarse variando TI tal que la señal de uno de los tejidos es cero. Este 

componente se dice ser anulada. En este sentido, los diferentes componentes de 

una muestra podrían ser estudiadas selectivamente. 

     Cada material magnetizable tiene un T1 particular, la IRM explota esta propiedad 

para generar imágenes con contraste ponderado. La IRM es una  técnica que no 
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invade ni destruye la muestra y que ha sido utilizada para estimar gradientes de 

glucosa  en cultivos sólidos (Nagel  et al., 2002). 
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II. ANTECEDENTES 

2.1 La difusión simple es el mejor modelo para el transporte de glucosa en       

Aspergillus niger. 

     El  transporte de glucosa a través de la membrana se ha  modelado bajo diversas 

hipótesis, consideraciones y ecuaciones. Se han comparado los consumos 

específicos experimentales reportados  en la fermentación cítrica, con los estimados 

a partir de los modelos de difusión simple y transporte mediado, considerando que 

el área específica y coeficiente de permeabilidad son constantes e iguales en todos 

los sistemas de fermentación (Wayman y Mattey, 2000).  En cultivos líquidos de A. 

niger, los modelos consideran al diámetro hifal como  independiente de la 

concentración de glucosa, llegando a la conclusión  de que el  transporte se puede 

describir a través del modelo de difusión simple. (Papagianni y Mattey,  2004). 

2.2 Las condiciones de cultivo modifican la permeabilidad  membranal, en 

cultivos fúngicos.   

     Hay indicios de que las condiciones del medio de cultivo modifican la 

permeabilidad en la membrana. Se ha mostrado que cuando Aspergillus niger crece 

en medio sólido, sus membranas incrementan la concentración de ácido palmítico, 

esteárico y oleico en un 90 %, con respecto a cuando crece en cultivo sumergido, 

lo cual indica que hay cambios en la fluidez y permeabilidad membranal (Maldonado 

y Strasser de Saad, 1998). Los estudios del efecto de actividad de agua en la 

producción de pectinasas en cultivos sólidos de Aspergillus niger, muestran que la 

disminución de compuestos  extracelulares se relacionan con limitaciones en el 
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transporte de nutrientes a nivel de membrana (Acuña-Argüelles et al., 1994).  Un 

modelo de la fermentación cítrica muestra que los pasos limitantes del proceso son 

la remoción del producto  y el transporte del sustrato a  nivel de membrana (Torres, 

1994).  

    Por otra parte, en el género Aspergillus se han identificado  dos tipos de 

transportadores para  la glucosa: uno de alta y otro de baja afinidad (Mischak et al., 

1984); también se han identificado sus parámetros cinéticos y las condiciones bajo 

las cuales se expresan (Torres et al., 1996), otros  trabajos muestran que la  

expresión, actividad y afinidad de los transportadores dependen de las condiciones 

del medio de cultivo  (Vankuyk et al., 2004; Forment et al., 2006; Jorgensen et al., 

2007).  

      Como se ha expuesto, la composición química de la membrana, los tipos y 

parámetros cinéticos de los transportadores dependen de las condiciones del medio 

de cultivo, pero inciden en la permeabilidad de la membrana a la glucosa, de tal 

manera que el transporte de glucosa a nivel de membrana se torna un fenómeno  

multifactorial, por lo tanto, es importante modelar el transporte de glucosa a partir 

de variables fisiológicas y morfológicas de fácil medición. En el presente trabajo se 

muestra una metodología sencilla para estimar la permeabilidad membranal a la 

glucosa, a través de una característica morfométrica (diámetro hifal) de Aspergillus 

niger   y que ha sido utilizada para estimar el comportamiento fisiológico del cultivo 

(Loera y Viniegra-González, 1998). 
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2.3 Hipótesis sobre los bajos niveles de represión catabólica en  fermentación 

en medio sólido. 

     La fermentación en medio sólido se define como el crecimiento de 

microorganismos sobre sustratos sólidos en la ausencia de agua libre. Este método  

de cultivo permite obtener mejores rendimientos de  enzimas por gramo de sustrato, 

debido a la menor sensibilidad a la represión por carbono (Viniegra-González et al., 

2003). Para explicar este fenómeno se han propuesto dos hipótesis alternativas o 

complementarias (Viniegra-González y Favela-Torrres, 2006). La primera sugiere 

que el microorganismo modifica la permeabilidad membranal de acuerdo a la 

concentración de sustrato en el medio y la segunda propone que se forman 

gradientes de sustrato  dentro del soporte, lo cual impide la represión  catabólica. 

      Un trabajo que sustenta las hipótesis anteriores es el de Villena y Gutiérrez-

Correa (2007) quienes compararon  la morfología de Aspergillus niger crecido  en 

forma de biopelícula (cultivo en medio sólido) con la de los pellets (cultivo en medio 

líquido), para ello usaron microscopía electrónica y observaron la adhesión del 

microorganismo al soporte (poliéster). Las imágenes indican que las biopelículas 

presentan una matriz  de hifas sobre la superficie, dentro de esta matriz hay canales, 

mientras que  los pellets muestran  en la superficie una red  de hifas y en el centro 

una alta densidad de micelio, las diferencias morfológicas se relacionan con la 

mayor productividad  enzimática en biopelículas de Aspergillus. Es probable que la 

fermentación en medio sólido sea  un sistema de cultivo, cuyas diferencias 

morfológicas expliquen diversos resultados contrastantes respecto al cultivo líquido, 

entre ellas la sensibilidad a la represión catabólica. 
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2.4  Penetración de oxígeno en  biopelículas fúngicas. 

     En un cultivo fúngico crecido sobre una superficie se pueden diferenciar 3 zonas 

(Figura 4): (a)  Zona donde no existe limitación de oxígeno pues las hifas aéreas 

tienen suficiente espacio para permitir la difusión y convección gaseosa. (b) Zona 

de micelio que aunque está húmeda aún mantiene un metabolismo aerobio, debido 

a la difusión de oxígeno. (c) fracción de micelio húmedo en condiciones anaerobias, 

en donde el oxígeno ya no alcanza a difundir, debido al consumo de las biocapas 

superiores.  

     En cultivos de Rhizopus oligosporus crecidos  en un modelo de cultivo sólido se 

han medido los gradientes de oxígeno en la zona b con un micro electrodo y se 

observó que el oxígeno  se agota  después de una profundidad de 60 µm  (Oostra 

et al., 2001). De tal manera, que la  fracción aerobia del micelio húmedo es muy 

poca, a fin de incrementar la penetración  de oxígeno en  la biopelícula, se  podría 

sugerir incrementar la presión parcial de oxígeno, sin embargo, realizar el 

incremento antes mencionado es costoso  y puede inhibir el crecimiento (Onken y 

Liefke, 1989), otras alternativas serían el control del contenido de humedad  y la 

reducción del tamaño de partícula del soporte para incrementar la relación 

área/volumen.  
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Figura 4. Zonas del micelio, en función de la disponibilidad de oxígeno. a) Zona aerobia, b) 

zona humeada con oxigeno y c) zona anaerobia    

 Para modelar los perfiles de oxígeno en una biopelícula,  se han propuesto dos 

escenarios: 

     Uno en donde la densidad de la biomasa es constante, por lo tanto, el  

crecimiento se ve reflejado en un incremento en el espesor de la biopelícula. En  un 

segundo escenario, se forma una primera lámina de baja densidad, posteriormente 

la biomasa crece dentro de esta misma lámina, por ende únicamente aumenta la 

densidad (Nopharatana et al., 1998).     

2.5 Importancia de las hifas aéreas en la transferencia de oxígeno en cultivos 

en medio sólido (CMS). 

      La transferencia de oxígeno es el factor más importante para el escalamiento y 

control de procesos a nivel industrial en hongos filamentos, por dos razones:  

1. La producción de calor es proporcional al consumo de oxígeno y es sabido 

que la remoción de calor es un  problema  para el escalamiento de 

fermentadores. 

2. El suministro de oxígeno al micelio de la superficie o al interior del sustrato 

es limitado por fenómenos de difusión. 

       Por ello, algunos trabajos han  estudiado el papel de las hifas aéreas en el 

transporte de oxígeno. Oostra et al. (2001)  compararon el flux de oxígeno en 

cultivos de Rhizopous oligosporous, con y sin hifas aéreas.  Concluyeron que las 

hifas aéreas no son importantes para la transferencia de oxígeno, por lo tanto, en 
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este tipo de cultivos la difusión de oxígeno es un proceso limitante, es decir,  como 

el oxígeno no  es transportado a través de las hifas aéreas, el único mecanismo por 

el que puede penetrar a la biopelícula es por  difusión, y este mecanismo es 

insuficiente para  mantener  oxigenada una biopelícula fúngica  pues, sólo llega a  

una profundidad de 60 µm  (Oostra et al., 2001). 

     En cultivos  de Aspergillus oryzae en medio sólido, las hifas aéreas contribuyen 

hasta en un 75 % en  el flux de oxígeno, debido a que este hongo forma abundante 

micelio aéreo y la difusión de oxígeno en los poros es lo suficientemente rápida para 

evitar la formación de gradientes. La concentración de oxígeno en la biopelícula 

cambia a una profundidad de 4.5 mm, justo donde terminan las hifas aéreas. Esto 

indica que A. oryzae forma hifas lo suficientemente largas para permitir el transporte 

de oxígeno hasta ésta profundidad. Por otra parte, al comparar  los consumos de 

oxigeno entre A. oryzae y R. oligosporous  es claro que los consumos de oxígeno 

son mayores en A. oryzae, debido probablemente, a la longitud de sus hifas. Sin 

embargo, la remoción de calor podría representar un problema  ya que, como se ha 

mencionado, la producción de calor es proporcional al consumo de oxígeno. En 

resumen, la importancia de las hifas aéreas radica en su longitud, además se debe 

prestar atención a la remoción de calor en aquellos cultivos fúngicos donde las hifas 

aéreas son muy largas (Rahardjo et al., 2001). 
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2.6 La predicción de la formación de gradientes de oxigeno, depende de las 

consideraciones del modelo utilizado. 

     La estimación de la difusión de oxígeno tiene una relación directa con los 

modelos de crecimiento. Los modelos de Rajagopalan y  Modak (1995) y Thibault 

et al. (2000), consideran que los poros de la biopelícula están llenos de agua y 

modelan el crecimiento como una biopelícula sumergida. Basado en modelos 

simulados, estos autores concluyeron que la difusión, en combinación con el 

consumo de oxígeno, genera gradientes de oxígeno a nivel intrapartícula.  

     Por otro lado, Nopharatana et al., (1998) consideran que los poros en la 

biopelícula están llenos de aire, por lo tanto en la biopelícula no hay  limitación de 

oxígeno. En otras palabras, los modelos de crecimiento fúngico pueden sugerir que 

hay o no  limitaciones de oxígeno, dependiendo del coeficiente de difusión que 

consideren en su modelo. 

     El modelo de difusión y consumo de oxígeno muestra que la penetración de 

oxígeno en la biopelícula es de 43 µm, comparable con el medido 

experimentalmente 82 µm (Oostra et al., 2001). 

     Rahardjo et al., (2001) calcularon el flux de oxígeno en una biopelícula  con las 

siguientes ecuaciones:  

𝛿 = (
2𝐷𝑒𝐶𝑜𝑠

−𝑟𝑜´´
)

0.5

                                 (2.1) 

−𝑟𝑜" =
µ𝜌𝑥

𝑌𝑥
𝑂⁄

                                       (2.2) 
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𝐽o=-ro(𝛿)                                          (2.3) 

A continuación se presentan los datos  y la nomenclatura del modelo: 

δ      Es la profundidad máxima de penetración del oxígeno 

De    Es  el coeficiente de difusión efectivo del oxígeno en agua a 35 ºC (3.7 x10-9 

m2 s-1) 

Cos  Concentración  de oxígeno saturado en el agua (0.22 mol m-3) 

ro
´´

       Tasa de consumo de oxígeno  

µ       Tasa específica de crecimiento (0.3 h-1) 

ρx         Densidad del micelio seco (300 kgm-3) 

Yx/O    Rendimiento  gramo de biomasa por gramo de oxígeno (1.16 Cmol.mol-1) 

Jo
”   Flux de oxígeno en la biopelícula (molm-2s-1) 

     La δ calculada con los datos anteriores y con la ecuación 2.1 es de 4.3 x10-5 m, 

comparable con la  que midieron experimentalmente  (8.2x10-5 m). Por otro lado, el 

flux máximo que podría haber en una biopelícula cuyos poros están llenos de agua, 

calculado con la ecuación 2.3 es de, 3.8x10-5 molm-2s-1, también es   comparable al 

que midieron  (2-8x10-5 molm-2s-1). 
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2.7 Modelos de crecimiento fúngico superficial. 

      Nopharatana et al., (1998) presentan un modelo de crecimiento de hongos sobre 

superficie. Las consideraciones del sistema son las siguientes: 

 El crecimiento es uniforme  en toda la superficie. 

 El crecimiento se puede representar como  una línea  vertical. 

 Las hifas no pueden penetrar en la solución de glucosa. 

 La glucosa es el único nutriente limitante. 

 El rendimiento Yx/s es constante. 

 La difusión de oxígeno no limita el crecimiento. 

 El crecimiento se puede modelar con la ecuación logística. 

 La biomasa está limitada, por una concentración máxima, la cual podría 

corresponder a la máxima densidad de empacamiento. 

     Una representación de  algunas consideraciones del modelo se muestra en la 

figura 5, se observa que el micelio no puede penetrar en el soporte, es decir, hay 

una membrana sobre la superficie que lo impide. También se observa que el micelio 

ha crecido de manera uniforme sobre la superficie, la flecha vertical indica que el 

micelio crece uniformemente en esa dirección. 
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Figura 5. Representación de las consideraciones de un modelo de crecimiento fúngico en 

superficie (imagen modificada de  Nopharatana et al., 1998). 

     En el trabajo antes mencionado se sugiere que la velocidad de crecimiento 

(producción de vesículas, extensión apical, formación de membrana y pared celular) 

es dependiente de la concentración de sustrato, con base en  los trabajos  de 

Favela-Torres et al. (1998) la tasa de crecimiento no mostró diferencias al probar un 

amplio rango de glucosa (12.5-100 gL-1). Es probable que  en concentraciones más 

bajas se pueda ver  dicho efecto.  

     Por otro lado consideran (Nopharatana et al., 1998) que  la altura máxima a la 

que puede crecer el hongo es de 2 mm. Al respecto no se  menciona bajo qué 

criterio se fijó la altura, ya que,  en nuestro trabajo, encontramos alturas superiores 

a 2 mm. De igual manera, otros autores,  con diferentes microorganismos, han 

encontrado que éstos  pueden crecer a alturas superiores a 4 ó 5 mm sobre la 

superficie (Oostra  et al., 2001). 

     En la figura 6  se muestran los perfiles de un modelo de crecimiento fúngico, se 

observan dos fases de crecimiento bien diferenciadas: en la primera,  aumenta la 

densidad de la superficie (en la altura cero), hasta alcanzar la máxima densidad de 
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empacamiento de la biomasa que, según la figura, podría ser 30 mgcm-3. En la 

segunda fase,  el  incremento se observa en la altura, manteniéndose la densidad 

constante. En otras palabras,  la capa de biomasa aumenta su altura una vez que 

alcanzó su densidad máxima y lo hace en capas con densidad constante.  

 

 

Figura 6.  Densidad de la biomasa en función de la altura en  un modelo de crecimiento 

fúngico en superficie (Nopharatana et al., 1998). 

     Rajagopalan y Modak (1995) sugieren que la biomasa desde el inicio crece  con 

densidad constante, incrementando únicamente  la altura. Esto implica que  la 

glucosa puede difundir dentro de las hifas y también entre la biopelícula, y para el 

modelamiento, utilizan el coeficiente de difusión del oxígeno en agua, considerando 

al micelio como una película sumergida en agua, por lo tanto, se concluye que el 
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crecimiento está limitado por la difusión del oxígeno. Contrariamente, el modelo de 

Nopharatana et al. (1998) utiliza el coeficiente de difusión del oxígeno en aire, por 

lo que concluye que la difusión no es un paso limitante para el aumento de la 

biomasa que se encuentra en la superficie;  sin embargo, lo podría ser para las hifas 

que penetran en el agar.   

    El trabajo de Nopharatana et al. (2003) muestra que  Rhizopus oligosporus, 

crecido en PDA, penetra hasta 0.445 cm  y que la máxima densidad medida a través 

de microscopía confocal  es de 4.45 mgcm-3, la cual se localiza a 0.075 cm por 

debajo de la superficie. Para la biomasa que  crece sobre la superficie, se encontró 

que la densidad máxima fue de 39.54 mgcm-3, la cual se encuentra sobre la 

superficie del agar. En ambos  casos  la densidad decae exponencialmente respecto 

a la altura (figura 7), la biomasa de la superficie tiene una altura de alrededor de 5 

mm, y la mínima densidad se encuentra desde el primer milímetro. En el trabajo se 

sugiere que a partir de esta altura se encuentran las esporangiosporas. 

Un decaimiento similar se observa en la densidad del micelio que penetra al agar. 

El trabajo anterior se justifica, considerando que las hifas aéreas contribuyen hasta 

en un 70 % del consumo de oxígeno (Rahardjo et al., 2001), mientras que las hifas 

que penetran, son las encargadas de la liberación de enzimas, las cuales permitirán 

la hidrólisis de los polímeros que  servirán como fuente de carbono. 
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Figura 7. Densidad del micelio de Rhizopus oligosporus crecido en PDA en función de la altura 

(Figura modificada de Nopharatana et al., 2003).     

2.8 Función fisiológica de las hifas aéreas. 

     Para el control de procesos en fermentación en medio sólido (FMS), la 

respiración de las hifas aéreas presenta un serio problema debido a que, como se 

ha mencionado, es proporcional a la producción de calor. La pregunta a resolver es 

¿cuál es la función fisiológica de las hifas aéreas?, si son las productoras de los 

metabolitos, de las enzimas hidrolíticas o quizás suministran de oxígeno al micelio 

húmedo, la supresión de las hifas aéreas sería justificada si no tuviera alguna de las 

funciones antes mencionadas, ya que se disminuiría la producción de calor. 

     Rahardjo et al. (2005) muestran que la formación de hifas aéreas promueve la 

producción de α amilasa. Sus resultados sugieren que cuando se suprimió la 
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formación de hifas aéreas, la producción de biomasa y la actividad amilasa  

descendió a la mitad. Éste resultado indica que la función de las hifas es suministrar 

oxígeno al micelio vegetativo. Este hecho se reafirma con las mediciones que 

realizaron del flux de oxígeno. Se observa de manera muy clara que el flux en los 

cultivos con hifas  aéreas de oxígeno es 4 veces mayor respecto a los cultivos sin 

hifas aéreas. Por lo tanto, es fiable decir que la función de las hifas aéreas es 

transportar oxígeno al micelio vegetativo y éste es quien produce las enzimas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

III. OBJETIVOS 
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3.1 Objetivo general 

     Identificar el comportamiento  fisiológico de Aspergillus niger,  respecto a la  

biosíntesis de biomasa, formación de gradientes y permeabilidad membranal, para 

mejorar el diseño de cultivos sobre superficies sólidas. 

3.2 Objetivos particulares 

     Estimar la permeabilidad membranal en cultivos  superficiales de Aspergillus 

niger.  

     Identificar los gradientes de nutrientes axiales en cultivos de Aspergillus niger 

crecidos en superficie. 

   Evaluar el efecto de la disponibilidad de sustrato (mg de  glucosa por cm2 de 

superficie) sobre el rendimiento YX/S  en cultivos superficiales de Aspergillus niger 

 

 

 

 

 

 

 

IV. HIPÓTESIS 
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      El cambio del diámetro hifal (dH) observado en Aspergillus niger cuando crece 

con altas con centraciones de glucosa, permite calcular la permeabilidad 

membranal, quien regula el flux de  sustrato. 

En cultivos fúngicos en caja Petri, la imagenología obtenida por resonancia 

magnética  nuclear permite estimar las diferencias axiales de nutrientes en el agar. 

La eficiencia biosintética (Yx/S) en cultivos superficiales de Aspergillus niger, se 

correlaciona inversamente con la disponibilidad de sustrato, σ0,  

independientemente de que se modifique el volumen del medio o la concentración 

de sustrato. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 V. MATERIALES Y MÉTODOS 
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     Para el mejor entendimiento de este trabajo, la presente sección se ha dividido 

en tres  apartados: 1. Espesores  de biopelículas y rendimientos (Yx/s)  en cultivos 

superficiales, 2. Estimación del flux y permeabilidad en  cultivos  en caja Petri y  3.  

Medición de nutrientes  por IRMN en caja Petri.  

5.1 Rendimientos y espesores  de biopelículas en cultivos superficiales. 

     Considerando el hecho de que en la biopelícula crecida sobre el agar, la glucosa 

y el oxígeno, migran en direcciones opuestas, planteamos la hipótesis de que  el 

Yx/s es una función del espesor de la biopelícula, es decir, que las biopelículas 

delgadas tienen oxígeno y glucosa, por lo tanto, este tipo de cultivos tienen altos 

Yx/s (figura 8), contrariamente a lo que sucedería con biopelículas gruesas. Lo 

anterior sustentado con la evidencia de que la penetración de oxígeno  en cultivos 

fúngicos es de alrededor de 80 µm (Oostra et al., 2001).  

   Para ello, definimos la variable σo (mgcm-2), es decir,  la cantidad de materia por 

unidad de superficie de agar, la cual se puede modificar de dos maneras:  

1. Aumentando  la concentración de glucosa  y manteniendo  constante el 

volumen del medio. 

2. Modificando el volumen del medio y fijando la   concentración de glucosa S0, 
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Figura 9. Difusión de oxígeno y glucosa en un cultivo fúngico crecido sobre una superficie 

sólida. 

 

5.1.1 Unidades experimentales. 

     Se utilizaron cajas Petri de 9 cm de diámetro con el medio Kafert. Se diseñaron 

dos conjuntos de experimentos,  en el primero  el volumen  fue constante  (30 mL) 

y la fuente de variación  para σ fue la  glucosa (de 12.5 a 100 gL-1), lo que equivale 

a una  σ0    de 6, 12, 24 y 48 mgcm-2, respectivamente. 

     En el segundo conjunto de experimentos se modificó el volumen del medio: 10, 

25 y 40 mL, manteniendo constante la glucosa a 100 gL-1, para obtener σ0 de 15, 

40 y 63 mgcm-2. De esta manera se abarcó  un rango de σ0 entre 6 y 63 mgcm-2.  

5.1.2 Microorganismo. 

     En este trabajo se utilizó la cepa de Aspergillus  niger C28eco3-13 reportada por 

Téllez-Jurado et al. (2006).  
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5.1.3 Conservación de la cepa. 

     La cepa fue  conservada en sílica gel (Perkins, 1977; Loera-Corral et al., 1999) 

para lo cual se  propagó por 4 días en medio Kafert (1977), para preparar una 

suspensión de esporas en una solución de Tween 80 (al 0.05%) en leche 

descremada Svelty al 3 %. Esta solución se esterilizó  por 20 min a 10 psi para  

impedir la caramelización de los carbohidratos y que las proteínas no se 

desnaturalizaran. Previamente, se esterilizaron viales de vidrio de 3 cm con sílica 

gel (Mesh 60-200) hasta la mitad de su volumen. Estos se secaron  en una estufa a 

60°C por 24 h, posteriormente, fueron llevados a un desecador hasta alcanzar la 

temperatura del ambiente (aproximadamente 1 h). En condiciones estériles  se 

adicionaron  20 L de suspensión de esporas (1x106 esporas mL-1) a cada vial. Se 

preparó un control negativo con 20 L  de la solución  sin esporas y se trató como 

los demás. Los viales inoculados y etiquetados se regresaron  al desecador por 12 

h, después se sellaron con una capa de parafilm en la tapa y se guardaron en un 

desecador a temperatura ambiente. Finalmente, se realizó una prueba de viabilidad 

incluyendo el control negativo.  

5.1.4 Composición del medio de cultivo. 

     Para todos los experimentos  se utilizó el medio propuesto por Kafert (1977).  La 

única fuente de carbono en el medio fue glucosa de 12.5  a  100 gL-1, la proporción 

de los demás componentes del medio, se adicionaron de manera proporcional a la 

concentración de glucosa, de tal manera que la proporción C/N se mantuvo 

constante (16 gC/gN), el pH inicial del medio fue de 6.5, como agente gelificante se 
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utilizó  agar al 1.5 %. La composición química del medio para 100 gL-1 de glucosa 

fue la siguiente: Sales (gL-1): NaNO3 (15), KCl (5.2), KH2PO4 (8.1), K2HPO4 (10.4), 

MgSO4  7H2O (5.2). Elementos traza (gL-1): FeSO4 7H2O (0.052), EDTA (0.5), 

ZnSO4 7H2O (0.22), H3BO3  (0.11), MnCl2 4H2O(0.05), CoCl2 6H2O (0.016), CuSO4 

5H2O (0.016), (NH4)6 Mo7O244H2O (0.1). 

5.1.5 Origen del inóculo. 

      La cepa fue propagada en el medio Kafert (1977)  en caja Petri, a partir de los 

viales en los que se conservó, debido a que se trataba de una cepa transformante 

fue necesario corroborar que su fenotipo no cambiara, por lo que,  previo a su uso, 

se corroboró la  velocidad de crecimiento radial (0.4 cm/día). Posteriormente, se 

extrajeron de las cajas Petri 4 circunferencias de agar con micelio (en condiciones 

de esterilidad), para llevarlas a un matraz de 250 mL con 50 mL de Tween 80 

(0.05%), donde se agitaron vigorosamente con un agitador magnético, después se 

procedió a determinar la concentración de esporas en una cámara de Neubauer; 

finalmente se calculó el volumen necesario para tener una concentración  105 

esporas/ mL de medio (alrededor de 200 L). 

5.1.6 Determinación de biomasa en cultivos superficiales. 

     Para la determinación de biomasa se vertió el agar de una caja  Petri con micelio  

en un vaso de precipitados de 1 L con  200 mL de agua  acidificada con HCl  (pH 

3). El agua  acidificada se utilizó  para impedir  que gelificara el agar; sin embargo,  

análisis finales  mostraron que el pH únicamente cambiaba de 6.5 a 6, debido  al 

sistema amortiguador  del medio. Posteriormente, se metió el vaso  de precipitados 
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con el agar en un horno de microondas (Panasonic NV-950B) en el  nivel de 

intensidad 9 por 2 minutos, esto permitió fundir el agar y separar la biopelícula  

formada sobre el agar, después se filtró a través de membranas de celulosa 

Millipore (0.45 µm). El filtrado se recuperó en tubos Falcon. Posteriormente, se  lavó 

la biomasa y la membrana con abundante agua caliente, ya que  en algunos casos 

se formaban pequeños grumos  de agar, después se metió el  papel en un horno a  

60 °C hasta peso constante (aproximadamente 24 h). Finalmente, se pasó a un 

desecador por 24 h y se calculó la biomasa seca  por diferencia de peso. 

5.1.7  Determinación de biomasa crecida sobre membranas de celofán.  

     Las mediciones de biomasa fueron corroboradas utilizando una membrana de 

celofán (figura 8), debido a la sospecha de que  hubiera pérdidas de biomasa a 

causa del tratamiento térmico  de la muestra. 

     Se utilizaron las unidades experimentales descritas anteriormente, se inoculó 

con la misma concentración de esporas pero, sobre una membrana de celofán 

adherida al agar, la  cual se retiró a diferentes tiempos para medir la biomasa por 

gravimetría. 

     Previo a su uso, las membranas fueron lavadas  con  abundante agua tibia  

(aproximadamente 35ºC), llevadas a peso constante y esterilizadas. Para adherirlas 

al agar fue necesario humedecerlas para que pudieran ser maleables,  también se 

requirió utilizar una varilla de vidrio estéril para tender la membrana y evitar pliegues.   
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Figura 8. Representación  de la metodología  para  cuantificar  biomasa crecida sobre una 

membrana de celofán (Imagen  modificada de Olsson, 1994) 

 

5.1.8 Modelo logístico. 

     Los experimentos se realizaron por triplicado y los datos se ajustaron con la 

ecuación logística (Gatto et al., 1988). 

                (5.1) 

       

 donde: µmax es la tasa especifica de crecimiento máxima (h-1), X es la biomasa en  

un tiempo (t) y  Xmax  es la biomasa máxima que alcanza el cultivo, cuando dx/dt=0. 
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      La solución de la ecuación logística  para X>0  es la  siguiente: 

                                       (5.2) 

 

donde:  
 

0

0max

X

XX
C


  

     Para estimar   µmax se utilizó el programa llamado “solver” presente en la hoja de 

cálculo de Excel (MICROSOFT), a  través de un procedimiento de minimización de 

las sumas de los errores. 

5.1.9  Cuantificación de la glucosa residual en cultivos crecidos en agar. 

     El azúcar residual se midió  a través de  la oxidación de azúcares reductores  por 

el ácido 3,5-dinitrosalicílico (Miller, 1959),  para lo cual se realizó una curva patrón 

de 0 a 500 mgL-1 de glucosa. Las determinaciones se realizaron por triplicado de la 

siguiente manera: en tubos de ensayo (10x100 mm) se pusieron 2 mL de la muestra 

(el filtrado recuperado en la determinación de biomasa) y 3 mL del reactivo de DNS, 

esta mezcla se llevó a baño maría por 15 minutos, después se enfriaron los tubos 

con agua a temperatura ambiente  y se procedió a leer la absorbancia en un 

espectrofotómetro a 640 nm. 

     Las absorbancias obtenidas fueron transformadas a unidades de concentración 

(gL-1 de glucosa), los promedios obtenidos, se ajustaron por la ecuación propuesta 

por Pirt (1967) que se muestra enseguida. 

)1(
max

tCe

X
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                                     (5.3) 

    donde: S es la concentración de sustrato (gL-1), Yx/s es el  rendimiento (gXgS
-1) y 

m es el coeficiente de mantenimiento (gSgX
-1h-1), la solución de la ecuación anterior 

en función de X  (biomasa gL-1) es la siguiente:   

               (5.4) 

      

     donde: S0 es la condición inicial  para la concentración de sustrato en el medio y 

Xmax es la biomasa  máxima que alcanza el cultivo. A través de un procedimiento de 

minimización de errores con el programa “solver” (MICROSOFT)  se estimó el Yx/s. 

5.1.10 Medición del espesor de la biopelícula. 

      Las mediciones de las biopelículas se realizaron a partir de los cultivos crecidos 

en “césped” con las σo antes mencionadas. Se realizaron cortes perpendiculares a 

la biomasa con un bisturí. Se adquirieron  imágenes de la biopelícula con una 

cámara OLYMPUS KP-D51/D50,  incorporada a un microscopio OLYMPUS BX 40,  

las mediciones se realizaron a través del programa IMAGE J. Se hicieron 

aproximadamente 150 mediciones  para cada σo   a partir de tres cajas Petri. 
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5.2 Estimación del flux y permeabilidad en  cultivos  en caja Petri. 

     Para calcular el flux de glucosa, se realizaron  curvas de crecimiento y de 

consumo de glucosa las cuales fueron ajustadas con ecuaciones empíricas 

(Logística y Pirt), también fue necesario estimar el área de transferencia de 

nutrientes, para ello, se realizaron mediciones microscópicas de los diámetros 

hifales y  estimaciones  de la fracción de agua en la biomasa.  Las mediciones de 

biomasa y azúcares se realizaron de acuerdo a lo descrito en las secciones 5.1.6-

5.1.9 

5.2.1 Unidades experimentales en cultivos superficiales. 

     Las unidades experimentales fueron cajas Petri de 9 cm de diámetro  (de 

plástico) con 30 mL de medio, con lo que se obtenía una profundidad de 0.5 cm. 

Cada caja fue inoculada con 105 esporas/mL de medio, las esporas fueron 

esparcidas en forma de “césped” con una varilla estéril de vidrio en forma de “L”. 

Para realizar cada cinética se prepararon  33 cajas de  Petri (1 L de medio), cada 

punto de la cinética se realizó por triplicado.  

5.2.2  Medición del diámetro hifal. 

      El análisis de imágenes digitalizadas  permitió estimar  el diámetro  de las hifas. 

A continuación se explica la metodología utilizada en este trabajo: se inoculó con 5 

μL de suspensión de esporas (la utilizada en las cinéticas de producción de 

biomasa) en el centro de la caja Petri en condiciones estériles. La caja  Petri 

contenía 30 mL del medio propuesto por Kafert (1977). Se eligió esta manera de 

inocular  debido  a que se podían observar las hifas dístales  de forma individual, 
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por lo tanto la medición se facilitaba. La siembra en forma de  “césped”  dificultaba  

la observación de las hifas individuales además identificar las puntas era muy 

complicado.  

      La adquisición de las imágenes se realizó directamente  sobre la superficie de 

agar después de 32 h de haber inoculado (antes de la esporulación), ya que la 

esporulación  impedía observar  con claridad  las hifas. Se utilizó el objetivo 40 X  

para enfocar la hifa  (cerca de la punta), se digitalizaron 45 imágenes de diferentes 

hifas dístales que se encontraban  en la periferia de la colonia, éstas imágenes 

fueron analizadas con el programa  IMAG J,   en donde  a través del  “mouse” se 

seleccionó la distancia a medir (diámetro de la hifa) y, a partir de una  calibración 

previa,  el programa  proporcionó la  equivalencia de la distancia seleccionada. La 

calibración se realizó con una cámara de Neubauer.   

5.2.3 Desarrollo teórico.   

     Se calculó el flux de glucosa a partir de la siguiente ecuación:      

 

                     (5.5)

 

   donde: J es el flux de glucosa  en el cultivo fúngico (gcm-2s-1), Ax es el área hifal 

por unidad de biomasa (cm2gx
-1),  qs  el consumo específico de sustrato (gsgx

-1h-1)  

y se calculó como  el cociente  µmax /Y x/s; ambos parámetros fueron obtenidos a 

partir de los ajustes realizados con los modelos empíricos. El Ax se obtuvo de la 

siguiente forma: Se planteó la posibilidad de estimar el área disponible de 

transferencia de nutrientes, a partir de  medidas microscópicas de los diámetros  

x

s

A
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hifales, considerando que las hifas tienen una geometría cilíndrica;  sin embargo, 

esta área debería estar relacionada con un parámetro macroscópico, para ello se   

estableció la relación área/volumen de la hifa,  para  que la  expresión final estuviera 

en términos de la densidad  de la biomasa. Derivado de lo anterior se obtuvo la 

siguiente ecuación. 

 OHH

x
Xd

A

2
1

4





                 (5.6) 

     donde: Ax es el área  por gramo de micelio seco, dH  es el diámetro  promedio de 

las hifas y ρ es la densidad del micelio húmedo.   

     Por otro lado, el  transporte de una sustancia a través de un medio, es 

consecuencia de un gradiente electroquímico. Esta relación esta expresada por la 

ecuación de Nernst-Planck. 

   dzGdUSJ sSS                     (5.7) 

      donde  Js  es el flux  de S,  z es el espesor de la barrera que atraviesa el soluto, 

dxGd S es el gradiente electroquímico de S, y Us es la movilidad (velocidad por 

unidad de fuerza) en el medio. 

     La energía libre varia  con la concentración de acuerdo con la siguiente ecuación. 

 SRTG S ln                                  (5.8) 
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      Cuando el soluto es una molécula sin carga  eléctrica (glucosa, en este caso),  

SG   está dada por la ecuación 5.8 que al sustituir   en la ecuación 5.7, la ecuación 

de Nernst-Planck, se reduce a la siguiente: 

  )/( dzSdDJ SS 
                                              

(5.9) 

     La  ecuación anterior, corresponde a la primera ley de Fick,  Donde DS =RTUS   

es el coeficiente de  difusión   de  S  en el medio de interés, que difunde para eliminar 

el gradiente de concentración d[S]/dz. 

     Para una membrana de espesor z, la ecuación (5.9) se reduce aproximadamente 

a: 

       )(][ dentrofueraSdentrofuera

S

S SSPSS
z

D
J              (5.10) 

     donde, DS  es el coeficiente de difusión  de glucosa en la membrana y PS=DS/x, 

es el coeficiente de permeabilidad de glucosa en la membrana. Al arreglar las 

ecuaciones 5.5, 5.6 y 5.10 se obtiene la  siguiente: 
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                                       (5.11) 

     Si se considera que la glucosa es fosforilada  lo suficientemente rápido  para que 

no se acumule dentro de la célula, entonces  dentroS  es aproximadamente cero. Con 

la ecuación anterior es posible calcular la permeabilidad aparente de la membrana 
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a diferentes S0, en términos de variables medibles como el Yx/s  y µmax, además de 

una variable fisiológica dH , todas dependientes de S0. 

5.3 Medición de nutrientes  por IRMN en caja Petri. 

     A fin  de comprender los factores que limitan el metabolismo en caja Petri, se 

planteó la posibilidad de  medir la concentración axial de nutrientes en cultivos 

superficiales de A. niger. Para ello se midió el tiempo de recuperación (T1) a través 

de imágenes obtenidas por resonancia magnética nuclear (IRMN). Previamente se 

realizó una curva con los  T1, a diferentes concentraciones de nutrientes. 

5.3.1  Unidades experimentales usadas en IRMN. 

     Se realizaron dos tipos de experimentos: en los primeros se midió el T1, en cajas 

Petri sin inocular, sólo modificando todos los nutrientes de manera proporcional a 

S0, con el objetivo de explorar la sensibilidad de T1 a la concentración de glucosa, 

en los segundos se midió T1 a una S0, pero con Aspergillus niger inoculado. 

Adicionalmente, se midió la intensidad de la señal.  

     Para todos lo experimentos se utilizaron cajas Petri de 5 cm de diámetro con 10 

mL de medio de cultivo, para obtener una profundidad aproximada de 0.5 cm. En 

los experimentos donde se inoculó, se realizó con una concentración 1x105 esporas  

mL-1. 

5.3.2 Determinación de T1. 

     Se obtuvo T1  para cada concentración de glucosa (12.5, 25, 50 y 100 gL-1),  los 

experimentos se realizaron con un Sistema de Resonancia Magnética de 7 T marca 
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Varian del Centro Nacional de Investigación en Instrumentación e Imagenología 

Médica (CI3M) de la Universidad Autónoma Metropolitana Unidad Iztapalapa (UAM 

- I). Se obtuvieron las series de imágenes con los siguientes parámetros: Secuencia 

SEMS, corte coronal, TR = 3500 ms, TE = 14.52 ms, matriz de 128x128, FOV = 

70x70 mm, arreglo de TI: tamaño=15, inicio=0.007 s, fin=1.2 s, incremento=0.0852 

s. Para cada serie de imágenes de distinta concentración se obtuvo una Región de 

Interés (ROI), de la cual el sistema genera un archivo que contiene los datos de la 

intensidad para cada una de las imágenes de una concentración. Las intensidades 

son graficadas como se mostró en la figura 3 (página 12). 

     Los puntos obtenidos con el sistema se aproximaron con una ecuación a través 

de  un programa en MATLAB®, el cual ajusta los  puntos  correspondientes al par 

de datos  considerando el tamaño del arreglo, el tiempo de inicio, fin y el incremento 

para obtener como salida el T1, la gráfica con los puntos y la curva optimizada. Para 

aproximar la curva se utilizan los puntos correspondientes a la curva ascendente 

que permite obtener el cruce por cero. 

5.3.3 Determinación de nitratos.   

       Fue necesario realizar una cinética de consumo de nitratos, para ello se 

utilizaron las unidades experimentales  descritas en la sección 5.2.1. En intervalos 

de tiempos regulares se fundió el agar  (como se describió en la sección 5.1.6) y se 

almacenaron 10 mL de muestra a 4°C en tubos Falcon, posteriormente, se midió  la 

concentración de nitratos  por UV a 220 nm. En todas las mediciones se corroboró 

que las interferencias por materia orgánica fueran menores  al 10 %,  para ello se 

realizaron mediciones a 270 nm (Standart  Methods, 2005). 
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5.4 Tratamiento de la información y análisis estadístico. 

       De los datos provenientes de las cinéticas de biomasa y consumo de glucosa 

(se realizaron por triplicado) se obtuvieron los Yx/s y sus  respectivas desviaciones 

estándar. A partir de los ajustes con la ecuación logística y de Pirt de cada  serie de 

datos, se estimo la µmax, los qs se calcularon a partir de los promedio de las  µmax y 

de los Yx/S.    

     Los flux se obtuvieron a partir  de los promedios de qs y dH. La permeabilidad 

aparente se calculó con los promedios anteriores y para cada dH, por está razón  en 

la grafica aparecen las desviaciones estándar. Las comparaciones de medias se 

realizaron  por la prueba de Tukey (p<0.05) con el  software minitab 15. 

 

 

 

 

 

VI. RESULTADOS Y DISCUSIONES 

6.1  Densidad volumétrica (ρv). 

      Para  explicar  los posibles mecanismos de crecimiento de la  biomasa,  se han 

propuesto dos escenarios teóricos (Nopharatana et al., 1998):  
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a) El primero, supone que la densidad de la biomasa (ρv) es prácticamente 

constante, por lo tanto, el aumento de la biomasa se debe a la  superposición 

de biocapas muy delgadas que rápidamente alcanzan la densidad máxima. 

b)  El segundo, supone que se forma una primera lámina de baja densidad. 

Posteriormente, la biomasa aumenta su densidad dentro de esta lámina 

hasta alcanzar su máxima capacidad de empacamiento. Después, la 

densidad por encima de la primera lámina no alcanza una densidad uniforme. 

Más bien, se extiende hacia arriba de la superficie sólida con una densidad 

que decrece como una función exponencial de la coordenada vertical (z). 

Los trabajos experimentales de Nopharatana et al. (2003), Oostra et al.  (2001) y 

Camacho-Díaz et al. (2010) usando cultivos de superficie de Rhizopus oligosporus, 

apoyaron el segundo modelo.  

     En la ordenada principal de la figura 10 se muestran los valores medidos de la 

densidad superficial A, cuando el sustrato se había agotado. La tendencia de esos 

valores siguió una relación hiperbólica bien definida (R2 = 0.9613).  

𝜌𝐴 =
𝜀𝜎0

𝐾𝜌+𝜎0
         (6.1) 

Dónde, es el valor supremo,  = 14.7 mgcm-2 y, K, es la constante de saturación, 

K = 28.1 mgcm-2. Al valor de,  se le llama supremo porque es el máximo de A 

para todos los experimentos y se obtiene cuando 0 es muy grande y el sustrato ha 

sido agotado. Este valor es cercano al medido por Larralde-Corona et al. (1997)  = 
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13 mgcm-2, con un valor estimado de σo = 70 mgcm-2 (S0 = 0.3 gcm-3 y a/v  4.2 cm-

1) usando otra cepa de A. niger. 

     En el eje secundario de las ordenadas, se muestran los valores finales del 

espesor de la biocapa (h) para cada experimento con valor inicial, 0, que también 

siguió una relación hiperbólica similar a la de A. La explicación más simple de 

ambas tendencias es suponer que la densidad volumétrica promedio, Vav = A/h, 

fue aproximadamente constante. Para probar esa hipótesis se calcularon dichos 

cocientes y arrojaron un valor promedio Vav = 48.4  6.05 mgcm-3 (C.V. = 12%). 

Otra forma de ver la misma relación es considerar que la tendencia de h, se puede 

calcular, usando la siguiente ecuación (6.2). 

 =
(𝜀/𝜌∗

𝑉)𝜎0

𝐾𝜌+𝜎0
      (6.2) 

    Para que  siga los valores de h, se requiere estimar el valor de V* que minimice 

la suma de los errores cuadrados S = (i - hi)2. La tendencia obtenida se muestra 

como línea sólida en la Fig. 10 con R2 = 0.9448. Los valores estimados fueron V* = 

47.8 mgcm-3 y hsup = 3.25 mm. 
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Figura 10. Valores finales de cada experimento en cultivos superficiales de A. niger, con valor 

inicial, σ0, para la densidad superficial de la biomasa máxima (ρA; representado en 

eje vertical izquierdo por, O) y espesor de la biocapa (h; representado en el eje 

vertical derecho, Δ). Los marcadores sólidos corresponden a los experimentos en 

donde la fuente de variación de σ fue V (10, 25 y 40 mL), los marcadores  vacíos  

corresponden a los experimentos en donde la fuente de variación fue S0. La línea 

interrumpida corresponde a la ecuación 6.1 y la línea continua a la ecuación 6.2, 

con los valores indicados en el texto. 

Por lo tanto, siguiendo el consejo de Occam1, consideramos que  = Vavhsup = 15 

mgcm-2. Dicho de otra forma, A. niger crece sobre la placa de agar, con densidad 

volumétrica, V, aproximadamente uniforme hasta alcanzar un espesor máximo h, 

que es una función de saturación de 0 y que alcanza un valor supremo hsup. 

     Los datos aquí presentados indican que A. niger tiene un modelo de crecimiento 

con densidad de micelio uniforme que es distinto al de Rhizopus oligosporus que 

estudiado ampliamente por otros autores (Nopharatana et al., 2003; Oostra et al., 

                                            
1 Pluralitas non est ponenda sine necessitate (la pluralidad no se debe postular sin necesidad). 
También se llama la ley de la parsimonia. Esto quiere decir que se debe preferir el modelo más 
simple que explique los fenómenos estudiados. 
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2001; Camacho-Díaz et al., 2010) pero es el mismo del modelo de Nopharatana et 

al., (1998). Esta discrepancia pudiera deberse al tipo de respiración de cada 

organismo. Según Oostra et al .(2001) Rhizopus oligosporus tiene una respiración 

preponderante por el micelio vegetativo y quizás por ello se ha adaptado a crecer 

con un micelio de baja densidad. Según Rahardjo et al. (2001, 2005), Aspergillus 

oryzae tiene una respiración preponderante por el micelio aéreo. Lo cual ha dado 

lugar a un crecimiento con mayor densidad de micelio, porque las hifas aéreas 

podrían tolerar una menor porosidad debido a que tienen hidrofobinas, que ayudan 

a solubilizar los gases que son más solubles en la fase lipídica, como el oxígeno. 

Este aspecto del metabolismo de los hongos filamentosos ya está siendo aplicado 

para optimizar la utilización de productos volátiles hidrofóbicos por cultivos de 

superficie de A. niger (Volke-Sepúlveda et al., 2003) o de Rhinocladiella similis 

(Vigueras et al., 2009) y podría ser materia de futuros estudios comparativos de los 

cultivos de superficie de distintos hongos filamentosos. Pues según lo han mostrado 

(Volke-Sepúlveda et al., 2003) la fisiología de la respiración y el metabolismo de A. 

niger sobre superficies sólidas, permite degradar tres veces más rápido los 

hidrocarburos, a comparación de los cultivos sumergidos. 

     Queda por explicarse cómo se transporta el sustrato desde la superficie sólida 

hasta las hifas más externas, expuestas al aire. Este proceso ha sido estudiado por 

(Olsson et al. 1994) quienes demostraron que la glucosa, el fosfato y el nitrato 

radiactivos viajan por dentro de las hifas del micelio, siguiendo un proceso de 

difusión pasiva, puesto que las constantes de difusividad tuvieron un valor 

semejante al que se midió en el medio de cultivo sin micelio. De esta manera, el 
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micelio de las capas inferiores de la biocapa estaría formando una red de 

conducción difusiva de los nutrientes que son consumidos por las capas superiores 

más activas. En esta tesis no se midieron los productos alternativos del metabolismo 

pero es sabido que A. niger transforma la glucosa en ácido cítrico y otros polioles, 

cuando la tensión de oxígeno es baja (Diano et al., 2006) o cuanto la concentración 

de glucosa es alta (Gutiérrez-Rojas et al.,1995). Esta consideración es de gran 

importancia para explicar la reducción de los rendimientos celulares cuando se 

producen capas relativamente gruesas como se verá en la siguiente sección. 

6.2  El rendimiento, Yx/s, como función de σ0 en cultivos sólidos y superficiales. 

     Favela-Torres et al. (1998) compararon los rendimientos de Aspergillus niger 

cultivados en matraces agitados, placas de agar y en columnas con perlitas de 

Amberlita y con distintas concentraciones iniciales de glucosa (30 gL-1 < S0 < 300 

gL-1). En todos los casos, el valor del rendimiento, Yx/s, decreció con valores 

crecientes de glucosa, especialmente si S0 > 100 gL-1. Pero para valores menores 

de S0, los rendimientos con Amberlita fueron mayores que los de las placas de agar 

y estos que los matraces agitados. En especial, llamó la atención que A. niger 

tuviese mayores rendimientos en una columna empacada que tiene restricciones de 

difusión entre las partículas, a comparación con las placas de agar que 

aparentemente no las tienen. Una posible explicación de estas diferencias entre 

distintos cultivos sobre superficies sólidas estaría ligada a las diferencias en el área 

específica,  = A/V, de los soportes sólidos que fueron de   = 2.6 cm-1 en agar 

(78.5 cm2/30 cm3) y de  = 100 cm-1 para las perlas de Amberlita (6/0.06cm). Esto 

justifica el diseño presentado en Materiales y Métodos, en dónde se varió S0 (gL-1) 
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= 12.5, 25.0, 50.0, 100.0 con placas dónde  = 2.2 cm-1 y experimentos con S0 = 

100 gL-1 y (cm-1) = 1.59, 2.54, 6.36. 

     Para analizar estos resultados conviene relacionarlos con los de la sección 

precedente a través del balance de materia y de la definición del rendimiento según 

se muestra en la siguiente ecuación.  

𝑌𝑋/𝑆 =
𝜌𝐴

𝑓𝜎0
       (6.3) 

donde, f es la fracción del sustrato inicial (0) que fue utilizado en el curso de cada 

experimento, según se indicó en Materiales y Métodos. Al sustituir ρA de (6.1) en 6.3 

y suponiendo que f  1, se obtiene 6.4 

𝑌𝑋/𝑆 =
𝜀

𝐾𝜌+𝜎0
       (6.4) 

Tomando los inversos de ambos lados de (6.4) se obtiene una expresión lineal en 

0, como se muestra:  

1

𝑌𝑋/𝑆
=

𝐾𝜌

𝜀
+

𝜎0

𝜀
       (6.5) 

En la Fig. 11 se muestra la gráfica experimental con los valores,  R2 = 0.9652 y con 

los correspondientes valores de K
-1 = 0.516,  = 15.55 mgcm-2. 
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Figura 11. Inverso del rendimiento, 1/Yx/s (-O-) en función de 0 en cultivos superficiales de 

A. niger a diferentes niveles de glucosa inicial, los símbolos -□- corresponden   al  

inverso del espesor de la biopelícula (h-1). La notación de los símbolos llenos y vacíos 

es la descrita  en la figura 10. 

     El valor del inverso del intercepto con las ordenadas se aproxima mucho al valor 

Y0 = 0.5, que es el valor que se ha medido para los cultivos aeróbicos de distintos 

microorganismos cultivados con glucosa como fuente de carbono (Heijnen y Roels, 

1981). Esto justifica identificar Y0 = K
-1 y permite aprovechar este resultado para 

el balance del sustrato desarrollado en la siguiente sección. 

La figura 11 Indica que la relación  A/V=1/h  de la biopelícula sigue una tendencia 

contraria de la recta para, 1/YX/S. Así, cuando el rendimiento es bajo (1/YX/S elevado) 

la relación A/V de la biomasa es mínima, y viceversa. Esto permite ligar los dos 

procesos: una reducción del rendimiento, YX/S, y el aumento del metabolismo 

anaerobio  (Diano et al., 2006). Cabe mencionarse que, si bien el espesor de la 

biocapa ya ha sido medida (Oostra et al., 2001; Nopharatana et al., 2003) no se  ha 
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prestado atención  a sus implicaciones  en  el Yx/s, incluso, en los modelos de 

crecimiento se ha considerado constante e  independiente de la A/V de la biomasa 

(Nopharatana et al., 1998). 

6.3  Consideraciones para simular los cultivos sobre soportes porosos en caja 

Petri. 

      Una posible aplicación de los análisis realizados, es la simulación del cultivo  

sobre soportes porosos en caja Petri. Nuestra propuesta es igualar la disponibilidad 

de sustrato, σ0,  para ello, es necesario considerar  el  espesor del medio de cultivo 

que se adhiere al soporte poroso. Por ejemplo,  en un cultivo sólido realizado sobre 

espuma de poliuretano (PUF),  el medio se adhiere al formando películas de un 

espesor de L~60 µm (Viniegra-González et al., 2003). Si el medio de cultivo tiene 

una So= 50 gL-1
, entonces la disponibilidad de sustrato (σo)   será: 

𝜎𝑜 =
𝑆𝑜

[𝐴
𝑉⁄ ]

=
𝑆𝑜
1

𝐿⁄
= 0.3 𝑚𝑔𝑐𝑚−2                    (6.6) 

Por lo tanto, para simular el cultivo sobre soportes porosos  en caja Petri,   L  y   So   

del medio deben corresponder a la σo  calculada, que podría ser 3 mm   y 1 gL-1, 

respectivamente. En otras palabras, la simulación del cultivo sobre soportes porosos 

en caja Petri se puede realizar en la medida en que se iguale la disponibilidad de 

sustrato, definida en la ecuación 6.6. 

6.4 Tamaño óptimo de partícula para cultivos en soportes sólidos. 

   En la sección 6.2 se mostró que existe una relación inversa entre la disponibilidad 

de sustrato, σ0, y la eficiencia de biosíntesis de biomasa (Yx/s), también se  explicó 
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que la densidad del micelio, ρv, se puede considerar constante por lo tanto, 

independiente de σ0. Derivado del balance de materia (apéndice 1) y de las 

propiedades anteriores, se obtuvieron 3  rectas (figura 12) que sirven para diseñar 

el tamaño de partícula óptimo para la biosíntesis de biomasa, cada recta 

corresponde a un soporte con geometría diferente (esferas o cubos, cilindros y 

placas). En la figura 12, la ordenada es la relación L/hc.  L representa la magnitud  

del radio, diámetro o espesor de la figura geométrica (esfera, cilindro o placa), hc 

es el espesor  crítico de la biopelícula para estar oxigenada, es decir, cuando el 

espesor de la biopelícula supera hc, habrá fracciones del cultivo  en condiciones de 

anaerobiosis. La abscisa es un valor adimensional C =Ymax So/ρv , Ymax, ρv,  se 

pueden estimar en caja Petri, dicho de otra manera, es posible  optimizar el 

rendimiento en cultivos en donde se utilicen soportes con diferentes geometrías, a 

través de las relaciones  obtenidas a partir del balance de materia en caja Petri. 

   Por ejemplo, con algunos de nuestros resultados podríamos  estimar el tamaño 

óptimo de los soportes para la biosíntesis. El Ymax podría ser 0.5 (discutido en la 

sección 6.2), en los cultivos en medio sólido  suelen emplearse So= 0.1 gmL-1 

(Favela-Torres et al., 1998), en cuanto a la ρv, el trabajo de Nopharatana et al. (2003) 

sugiere un valor de 0.04 gcm-3. Derivado de nuestro trabajo podemos sugerir  0.05 

gcm-3. Con estos valores se obtiene un valor  para C de 0.25, luego, interpolando o 

usando las ecuaciones del apéndice 1 se obtienen los valores para Lhc-1 (4, 8.5 y 

13) por lo tanto: L= 0.4 mm, d= 0.85 mm, r=1.3mm. 
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Figura 12. Módulo de longitudes, L/hC, en función del módulo de biomasa, C = YmaxS0/ρV, 

para obtener el tamaño óptimo de partículas como soportes sólidos con diferentes 

geometrías: (---) Radio de un soporte esférico; (-  -  -) Diámetro de un cilindro y (—)  

Espesor de una placa. 

 6.5 Modelo matemático del crecimiento de hongos sobre superficies sólidas. 

     La ecuación 6.7 modela el cambio de biomasa, X,  respecto al tiempo. Debe 

notarse que el balance de materia de la biomasa se realiza en términos de la 

biomasa X distribuida uniformemente en una superficie, A, lo cual se logra si se 

dispersan homogéneamente las esporas de un cultivo sincrónico. Por lo tanto: X = 

AρA 

𝑑𝑋

𝑑𝑡
=𝜇 [1 −

𝑋

𝑋𝑀
]X                      (6.7) 

     Por otro lado, el consumo de sustrato lo representamos con la ecuación 6.8. Aquí 

el sustrato está inicialmente distribuido homogéneamente en un volumen, V, con 
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una concentración inicial, S0. Por lo tanto, la cantidad total de sustrato es Q0 = VS0  

y el consumo está dado por: 

−
𝑑𝑄

𝑑𝑡
=

1

𝑌0

𝑑𝑋

𝑑𝑡
+ 𝑚𝑋                                          (6.8) 

     Al dividir la ecuación de consumo de sustrato por la de crecimiento e integrando 

al final del experimento se obtiene una ecuación en la que se elimina el tiempo como 

variable. 

(𝑄0 − 𝑄) =
𝑋−𝑋0

𝑌0
+

𝜇𝑋𝑀

𝑚
𝑙𝑛 [

1−
𝑋0

𝑋𝑀
⁄

1−𝑋
𝑋𝑀

⁄
]                 (6.9) 

Por arreglo de la ecuación, se tiene 

(𝑄0−𝑄)

𝑄0
=

𝑋−𝑋0

𝑌0𝑄0
+

𝑚𝑋𝑀

𝜇𝑄0
𝑙𝑛 [

1−
𝑋0

𝑋𝑀
⁄

1−𝑋
𝑋𝑀

⁄
]                     (6.10) 

Suponiendo XM > X >> X0; y definiendo:  f = (Q0-Q)/Q0;  ζ = X/XM 

𝑓 =
𝑋𝑀

𝑌0𝑄0
+

𝑚𝑋𝑀

𝜇𝑄0
𝑙𝑛 [

1

1−
]                                    (6.11) 

Al final del experimento, cuando se produjo casi toda la biomasa posible, =0.99996. 

1

𝑌𝑋
𝑆⁄

=
𝑓𝑄0

𝑋𝑀
=



𝑌0
+

𝑚

𝜇
𝑙𝑛 [

1

1−
] =

1

𝑌0
+ 10

𝑚

𝜇
           (6.12) 

Este análisis muestra que el inverso del rendimiento aparente YX/S
-1 = fS0/XM, al final 

del proceso (→ 1) depende del cociente, m /µ, pero no del valor absoluto de µ. Por 

ejemplo, de la proporción del metabolismo que se fue a biosíntesis o a 
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mantenimiento, pero no de la velocidad en que se llevó a cabo el proceso. Esto 

ocurre porque se está evaluando el resultado final y no el tiempo en que este 

proceso se llevó a cabo. Si las velocidades son similares, entonces el factor 

dominante que afecta al rendimiento será esa proporción. Si el grosor de la capa 

fúngica es mayor que el espesor de la penetración del oxígeno, la mayor parte del 

metabolismo será anaerobio, con un menor rendimiento de la biomasa. 

     En una caja Petri, el sustrato inicial está uniformemente distribuido en el volumen 

V del soporte y la biomasa sembrada por una distribución homogénea de esporas 

está dispersa en un área A. Llamando ρMA a la densidad superficial promedio de la 

biomasa (cantidad de biomasa entre el área), se obtiene: 

1

𝑌𝑋
𝑆⁄

=
𝑓𝑆0𝑉

𝜌𝑀𝐴𝐴
≈

1

𝑌0
+ 3

𝑚

𝜇
                                    (6.13) 

Al definir, σ0 = S0V/A, se obtiene: 

1

𝑌𝑋
𝑆⁄

=
𝑓𝜎0

𝜌𝑀𝐴
≈

1

𝑌0
+ 3

𝑚

𝜇
                                      (6.14) 

 Como empíricamente se observa que  

1

𝑌𝑋
𝑆⁄

=
𝑓𝜎0

𝜌𝑀𝐴
=

1

𝑌0
+

𝜎0

𝐸
                                        (6.15) 

     La cantidad, ρMA, medida al final del experimento se obtiene dividiendo la 

cantidad de la biomasa en gramos de sólidos, por el área de la placa de agar que 

está definida por la geometría de la placa.   
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     Se puede deducir que el cociente, m/µ tiene las dimensiones de gS/gX, y de la 

definición de σ0  (gScm-2), la constante  deberá tener las dimensiones de gX cm-2. 

En este caso el factor tiempo ya no está en la ecuación, pues se trata del resultado 

final del experimento. 

     La ecuación 6.15 es empírica y proviene de la correlación numérica entre siete 

experimentos con tres repeticiones  en cada punto de cada experimento y ocho 

mediciones de biomasa y sustrato hechas en forma independiente (descritos en 

materiales y métodos).  El coeficiente de correlación es alto (R2 = 0.96, figura 11) y 

por lo tanto, se puede deducir que la tendencia lineal 1/YX/S  σ0, es confiable, pues 

con siete puntos bien alineados, es legítima la evaluación de dos parámetros. 

     La tendencia de h mostrada en la figura 10 también se puede modelar con la 

siguiente ecuación empírica. 

 ℎ =
ℎ𝑀𝜎0

𝐾𝜎+𝜎0
                                         (6.16) 

Si se define una densidad volumétrica promedio de la biomasa, ρM = ρMAh-1, al 

substituirse el valor de ρMA en la ecuación de balance se obtiene, suponiendo f = 1, 

1

𝑌𝑋
𝑆⁄

=
(𝐾𝜎+𝜎0)

ℎ𝑀𝜌𝑉
=

1

𝑌0
+

𝜎0

ε
                        (6.17) 

Para identificar términos se divide el lado izquierdo por Kσ y se obtiene: 

Y0 = hMρV/Kσ                                      (6.18) 

ε= hMρV                                                (6.19) 
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Y0 = ε/Kσ                                            (6.20) 

   Como el valor de Y0, depende de la fuente de carbono y la disponibilidad del 

oxígeno, se puede evaluar por separado para muchos tipos de microorganismos. 

Por ejemplo: con glucosa y en condiciones aerobias, Y0 = ½. Esto indica que la 

constante, ε, define la máxima densidad de biomasa por unidad de superficie que 

podría obtenerse con una cepa microbiana dada y que la constante de saturación 

Kσ es proporcional a esa constante. 

     Estos resultados no son obvios sin tener en cuenta las mediciones aquí descritas 

y por lo tanto, permiten deducir propiedades fisiológicas del crecimiento de los 

hongos. 

1. Debido a que las  curvas de  biomasa por unidad de superficie (ρA), es 

prácticamente paralela a la curva del  espeso de la biopelícula (h), ambas 

respecto a la disponibilidad de sustrato inicial (σ0) (datos mostrados en la 

sección 6.1), es posible deducir  que: la densidad volumétrica final es 

independiente de la concentración del sustrato y de su disponibilidad 

por unidad de superficie del soporte. 

2. Que el espesor final de la biopelícula se puede describir con una función 

de saturación con respecto a la disponibilidad del sustrato por unidad de 

superficie del soporte (figura 10). 

3. El balance de materia, indica que el rendimiento se debe comportar  como: 

1

𝑌𝑋
𝑆⁄

=
1

𝑌0
+

𝜎0

ε
, lo cual es confirmado con los datos experimentales (figura 11). 
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Esto quiere decir que la eficiencia para la biosíntesis decrece conforme 

se aumenta la disponibilidad inicial del sustrato por unidad de superficie 

del soporte. 

4. El análisis de las ecuaciones empíricas (ecuación 6.20) indica que hay una 

constante de eficiencia de la producción de la biomasa por unidad de 

superficie que está definida por el máximo espesor posible de la capa del 

micelio, con una densidad volumétrica dada. 

    Esas cuatro propiedades de los micelios crecidos sobre una superficie sólida son 

de importancia para el diseño de sistemas de cultivo fúngico sobre superficie sólida. 

Aquí no se estudiaron las restricciones que habría entre partículas sólidas 

empacadas, pues se utilizaron placas de agar. Las restricciones asociadas con el 

empacamiento y ligadas a la difusión de calor y de materia en un reactor empacado, 

producirán otras restricciones que tendrán que investigarse en su momento. 

6.6 Estimación del flux y  permeabilidad membranal en cultivos superficiales 

de Aspergillus niger.  

     En la presente sección  presentaremos y analizaremos los resultados de los 

experimentos cuyo objetivo fue  estimar  el flux y la permeabilidad membranal en 

cultivos superficiales de Aspergillus niger. Para lo cual  se realizaron 4 cinéticas de 

crecimiento y consumo de sustrato a diferentes concentraciones de glucosa (12.5, 

25, 50 y 100 gL-1), además se midió el diámetro de las hifas (dH). Con los datos 

anteriores, con los ajustes con la ecuación logística y Pirt y con el modelo de difusión 

simple de Fick, se calculó el flux de glucosa y la permeabilidad aparente del sustrato.  
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6.6.1 Análisis semi-estructurado del metabolismo de los cultivos     

superficiales en función de sus rendimientos. 

     Lo primero que analizaremos es el efecto de la concentración de glucosa (S0) en 

el rendimiento Yx/s. A fin de complementar los resultados de la sección 6.2,  la  

cantidad de glucosa se presenta en unidades de concentración y de disponibilidad 

de sustrato,σ0 (tabla 2).  

Para iniciar el análisis, es preciso puntualizar que el sustrato metabolizado se 

puede dividir en tres grandes fracciones:  

a) Síntesis de biomasa (Yx/s) 

b) Producción de CO2 (Yco/s) 

c) Formación de otros productos. Por ejemplo: polioles o ácidos orgánicos 

(Yp/s)  

     El balance para el sustrato consumido (-∆ST)  en un incremento de tiempo 

determinado es el siguiente: 

 

−∆𝑆𝑇 =  [
1

𝑌𝑋/𝑆
+

1

𝑌𝐶𝑂/𝑆
+

1

𝑌𝑃/𝑆
] ∆𝑋 + 𝑚𝑋∆𝑡6.21)

 

Tabla 2. Efecto de la concentración de sustrato, S0,  en el rendimiento Yx/s en cultivos 

superficiales de Aspergillus niger. σ0  se calculó como S0/ᾳ, donde ᾳ es la relación 

A/V del agar en la caja Petri. El volumen de medio fue 30 mL y el área de la caja de 

63 cm2. 

S0 (gL-1) σ0 (mgcm-2) Yx/s (gxgs-1) 

12.5 5.9 0.419ª 
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25 11.8 0.430a 

50 23.6 0.250b 

100 47.2 0.173c 

Los datos con letras iguales en la misma columna no difieren significativamente (P<0.05, 

prueba de Tukey). 



     Para simplificar los cálculos podemos agrupar dos de las fracciones  del 

sustrato metabolizado en una sola ligada a la síntesis de la biomasa. 

1

𝑌0
=  [

1

𝑌𝑋/𝑆
+

1

𝑌𝐶𝑂/𝑆
]                                                  (6.22) 

 

      Considerando las ecuaciones anteriores, la ecuación  5.4 (página36) se puede   

escribir de la siguiente forma: 

 

−∆𝜎 =  [
1

𝑌0
+

1

𝑌𝑝
] ∆𝜌𝐴 +

𝑚𝜌𝐴𝑚𝑎𝑥

𝜇
𝑙𝑛 [

1−𝜌𝐴0/𝜌𝐴𝑚𝑎𝑥

1−𝜌𝐴/𝜌𝐴𝑚𝑎𝑥

]       (6.23) 

 

     En la figura 13 se muestran los datos experimentales de una cinética de biomasa 

y consumo de sustrato realizada por triplicado (rombos, cuadrados y triángulos),  la 

línea discontinua corresponde al modelo (t) = 0 –A(t)/Yap . Si el gráfico de  vs 

A produce una línea recta, se puede despreciar la función logarítmica asociada al 

mantenimiento, de acuerdo a la tendencia de los datos experimentales, el segundo 

término de la ecuación 18 se puede despreciar. 
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Figura 13. Evolución del sustrato residual () en función de la producción de la biomasa (A) 

con un valor 0 = 47.2 mg/cm2 ( = 2.14/cm). Los datos con diversos símbolos 

corresponden a tres experimentos independientes. La línea interrumpida 

corresponde al modelo (t) = 0 –A(t)/Yap; Yap = 0.066. Los ajustes individuales al 

modelo tuvieron R2 > 0.985 

     

      Independientemente de que el mantenimiento se desprecie o no, es posible 

estimar los  parámetros de la ecuación 6.18. Sólo es necesario conocer suficientes 

parejas de datos (S, X) y  que de forma independiente se tenga una estimación de 

Xmax, X0 y , tales parámetros se pueden obtener a través del ajuste con la ecuación 

logística.  

En el caso presente, dónde el rendimiento se reduce por la producción de 

biopelículas gruesas, y se tiene una estimación independiente de Y0 = 0.5 (discutida 

en la sección 6.2 y proviene de nuestros datos experimentales). En consecuencia, 

es posible desagregar el valor de YP mediante la siguiente relación: 
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1

𝑌𝑃
=

1

𝑌𝑎𝑝
−

1

𝑌0
                               (6.19) 

Si llamamos, , a la fracción del sustrato que es metabolizado por la vía anaerobia, 

y YP se refiere a los productos asociados al metabolismo anaerobio. La estimación 

de  se obtiene como sigue 

= 1- YX/S/Y0                                       (6.20) 

   Este parámetro siguió una función lineal del valor inicial, 0, como se muestra en 

la  figura 14. Esto indica que el metabolismo de las biocapas más gruesas (con 

mayor 0) tuvo un rendimiento cada vez menor y que se explica por un aumento de 

la producción de otros productos distintos de la biomasa (ácidos orgánicos o 

polioles) ya que las curvas siguieron un modelo lineal. Es decir, con muy poco efecto 

del cociente (m/). Por ejemplo, cuando 0 = 6 mgcm, el rendimiento, YX/S = 0.42, 

 = 0.16 (predominantemente aerobio). Cuando, 0 = 47 mgcm, el rendimiento, 

YX/S = 0.17,  = 0.65 (predominantemente anaerobio). Este resultado puede tener 

consecuencias prácticas, porque muestra cómo la condición inicial,  0, es un factor 

de diseño de los cultivos fúngicos de superficie para modular el tipo de metabolismo. 

Aeróbico con bajos valores de 0 y anaeróbico con altos valores de 0. 
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Figura 14. Correlación entre la proporción estimada para la formación de productos 

anaerobios YX/S < Y0, en relación al metabolismo aerobio (Y0 = 0.5) y la condición 

inicial, 0. Los experimentos se realizaron según se indicó en Materiales y Métodos. 

El valor de YX/S, se calculó por el ajuste de las curvas a los modelos de la ecuación 

logística y de Pirt, según se indica en el Apéndice. Por medio de este ajuste se eliminó 

el posible efecto del coeficiente de mantenimiento que, en casi todos los casos, fue 

despreciable. 

 

6.6.2  Tasa especifica de crecimiento máximo  

      Se calculó un valor  corregido, µ*max, definido de la siguiente manera: 

𝜇𝑚𝑎𝑥
∗ =

𝑌0𝜇𝑚𝑎𝑥

𝑌𝑋/𝑆
 

     donde: Y0 es el  rendimiento óptimo, que con  base nuestros resultados 

presentados en la sección 6.2, es 0.5.  La figura 15 muestra la tendencia creciente 

de, *max, y  prácticamente constante  para max, como función de, 0.  
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Figura 15.  Valores para µ*max y µmax en cultivos superficiales de Aspergillus niger 

     Esta tendencia creciente para *max es congruente con la hipótesis de que sólo 

la lámina superior de la biocapa está creciendo, porque corresponde a la zona de 

penetración del oxígeno, de arriba hacia abajo. Este efecto positivo de, 0, sugiere 

que el sustrato, transferido de la interfase entre la biocapa y el agar hasta la lámina 

superior del micelio, está llegando en función de un mecanismo de difusión que 

depende de los gradientes formados de abajo hacia arriba (en el soporte y en el 

micelio) (Olsson, 1994). El gradiente sería creado como consecuencia de la 

oxidación completa del sustrato en la lámina superior del micelio y de la liberación 

de dióxido de carbono hacia la atmósfera circundante. La demostración final de esta 

hipótesis dependerá de la medición de los gradientes microscópicos del sustrato y 

los productos a lo largo de la diapositiva axial. Este tema se abordó en forma 

preliminar en la sección final de la tesis, mediante el empleo de la Resonancia 

Magnética Nuclear (RMN). Es posible que las concentraciones muy elevadas de 
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sustrato (0 > 50 mgcm-2) den lugar a inhibiciones del metabolismo de A. niger. Esto 

ha sido explorado por medio de la respirometría (Oriol et al., 1988). Este proceso 

inhibitorio ocurre cuando las concentraciones de sustrato son superiores a S0 = 100 

gL-1, lo cual no formó parte del diseño del presente trabajo. 

    Adicional y complementario a lo anterior. Diversos estudios en distintos tipos de 

cultivos, muestran que, bajo las condiciones de sustrato utilizadas (12.5-100 gL-1), 

no existe correlación entre max  y la concentración de sustrato inicial (S0), lo cual se 

observa en la tabla 3.  

Tabla 3. Variables de respuesta fisiológicas de cultivos superficiales de Aspergillus niger a 

diferentes niveles de glucosa.  

Glucosa (gL-1) 

(88ddd( 

(g/L) 

 max (h-1) 

(h-1) 
12.5 

25 

50 

100 

0.109±0.023a 

0.123±0.021a 

0.103±0.020a 

0.099±0.009a 

Los datos con letras iguales en la misma columna no difieren significativamente (P<0.05, 

prueba de Tukey). 

En cultivos de Aspergillus niger  crecidos en medio sólido, con  S0 de  12.5 y 100 

gL-1 se han reportado valores  para  max  de 0.19 y 0.18 h-1 respectivamente (Aguilar 

et al., 2001), esta ausencia de correlación entre  max  y S0 en cultivos de Aspergillus 

niger, también ha sido observada en cultivos  en superficie (Favela-Torres et al., 
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1998)  (0.247 y 0.232 h-1  en medios con 30 y 100 gL-1 de glucosa respectivamente). 

Una posible explicación es lo que describe el modelo de saturación de Monod, es 

decir, la constante de saturación (Ks) es al menos 1000 veces menor a las S0 

probadas en los trabajos mencionados. 

6.6.2  Diámetro hifal (dH) en cultivos superficiales.   

     El diámetro promedio de las hifas distales, mostró una disminución con respecto 

al incremento en la concentración inicial de glucosa (Tabla 4). El efecto total (cuando 

se modificó S0 de 12.5  a 100 gL-1) fue una disminución del 65 % en el diámetro hifal 

y un incremento proporcional en el área específica (Ax). Este cambio morfométrico 

ha sido observado previamente y podría estar asociado a la presión osmótica que 

ejerce el medio de cultivo (Wiebe et al., 1992; Larralde-Corona et al., 1997).  

Tabla 4. Diámetros promedio de las hifas, correspondientes a diferentes concentraciones de 

glucosa.  

 

 

 

 

 

      Las observaciones  basadas en la teoría vesicular  (Bartnicki-García et al., 

1989),  indican que la pared celular que se forma durante el proceso de crecimiento 

es blanda y por lo tanto vulnerable a la presión osmótica (Farkas, 1990). 

Glucosa 

gL-1 

          dH  

        µm 

Ax  

m2gx
-1 

12.5 

25 

50 

100 

4.340  0.18a 

3.753  0.27b 

3.530  0.35b 

2.830  0.37c 

 

4.3 

5.0 

5.3 

6.6 
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6.6.3 Estimación del flux de glucosa en cultivos superficiales. 

      Para cada concentración de glucosa se estimó el flux utilizando la ecuación 5.5 

(página 37). Los resultados indican que a 100 g glucosa L-1 el cambio  en el diámetro 

hifal disminuye el flux de glucosa 35%, con respecto al flux calculado  cuando se 

considera el diámetro hifal  constante (Figura 16). Esto indica que la disminución del 

diámetro hifal permite al microrganismo incrementar  el transporte de glucosa. Este 

efecto observado no ha sido considerado en los trabajos de modelamiento del 

transporte de glucosa a nivel de membrana (Wayman y Mattey, 2000; Papagianni y 

Mattey, 2004). 

 

Figura 16. Comparación de los flux de glucosa, considerando que no existen cambios 

morfométricos (línea discontinua, dH constante), con los flux de glucosa con dH  

experimental (línea continua). En ambos casos el flux se estimó  con la ecuación 5.5 

(página 37). 
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 Se calculó el flux de glucosa, de acuerdo con el modelo de difusión simple ecuación 

5.10 (página 39). Para estos cálculos se consideró  que  el coeficiente de 

permeabilidad  de la membrana para la glucosa es de 10-7 cms-1 (Burgstaller, 1997)  

y  que es constante en todos los niveles de glucosa (12.5-100 gL-1). En la figura 17 

se muestra que para S0<12.5 gL-1, los valores de la tendencia del flux  del modelo 

fisiológico son  mayores a los del modelo de difusión simple, esto sugiere que bajo 

estas condiciones de sustrato (S0<12.5 gL-1) existe un mecanismo de transporte que 

opera con mayor velocidad (difusión facilitada). 

 

Figura 17. Flux de glucosa en cultivos superficiales  de Aspergillus niger, estimados a partir    

del modelo de difusión simple (-o-) y  el modelo fisiológico  (-□-). 

      Se ha mostrado  que el consumo específico de glucosa  en cultivos de 

Aspergillus niger con menos de 25 gL-1, se puede describir con el modelo de difusión 

facilitada (Wayman y Mattey 2000).  Los resultados mostrados en la figura también 

indican que a partir de 25 g glucosa L-1 los flux  calculados con el modelo fisiológico 

son menores  con respecto a los calculados con el modelo de difusión simple. Esto 
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se podría explicar  si la  difusividad  de la glucosa en el medio (agar)  fuera el paso 

limitante; sin embargo, el Dglucosa, agar  es del orden de 10-9 cm2 s-1 (López-Isunza et 

al. 1997), es decir 4 órdenes de magnitud mayor al Dglucosa, membrana (considerando  

P= 1x10-7 cm s-1 y  x =10 nm), lo cual indica que la limitación del transporte es a 

nivel de membrana.  

     Sin embargo, la tendencia de los flux calculados con el modelo fisiológico no 

muestran una saturación absoluta de los transportadores, esto sugiere que además 

del mecanismo de difusión facilitada, existe un mecanismo de transporte que no es 

saturable y que opera como un proceso absolutamente físico y que no puede ser 

controlado por el  microorganismo,  al respecto, se ha mostrado que el mecanismo 

de difusión simple modela mejor el transporte de glucosa en  A. niger (Wayman y  

Mattey 2000). El comportamiento del transporte antes descrito  se puede deber a 

cambios en la expresión y/o afinidad de los transportadores de glucosa.   

6.6.5 Modelo de difusión facilitada. 

 

    Se calculó el flux de acuerdo al modelo de difusión facilitada, asumiendo que  los 

transportadores se comportan como una enzima, por lo tanto se utilizó la ecuación 

de Michaelis-Menten, transformando las velocidades a  flux.    

 

 J = Jmax*S/(Km+S)                  (6.21) 

donde: S es la concentración de glucosa en el medio,  Km es la constante de afinidad 

del transportador por el sustrato. Para la estimación de los flux  se utilizaron los 

siguientes parámetros cinéticos,  reportados  por Torres et al. (1996). 

Parámetros del transportador de alta afinidad. 
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Vmax=0.052 mol s-1g DW-1 

Km= 260 mol. 

 

Parámetros del transportador de baja afinidad. 

 

Vmax=0.75 mol s-1g DW-1 

Km=3700 mol. 

 

     Con los parámetros anteriores se pudieron construir  dos perfiles del  flux de 

glucosa, uno  considerando que opera el  transportador de baja afinidad y otro  

considerando que opera el transportador de alta afinidad. La ecuación 6.21  

considera de manera implícita  el diámetro promedio de las hifas correspondiente a 

cada concentración ya  que el flux máximo se  estimó con la siguiente ecuación. 

Jmax= Vmax/Ax                          (6.22) 

donde:  Ax es el área especifica obtenida a partir de la ecuación 5.6 ( página 38), 

la cual es dependiente del diámetro de las hifas (dH).  

     En la figura 18 se muestran los perfiles de los flux (considerando los 

transportadores de alta afinidad, baja afinidad y el modelo fisiológico) en función de 

la concentración de sustrato, S0. La figura indica que si  en el  transporte de glucosa 

sólo participaran los transportadores de baja afinidad, los flux serían menores (de 8 

a 17 veces) con respecto a los calculados con el modelo fisiológico. Sin embargo, 

el perfil  que considera los parámetros cinéticos de los transportadores de alta 

afinidad  es similar al del modelo fisiológico. Estos resultados  son congruentes con 
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el trabajo de Torres et al.(1996) el cual sugiere que la expresión  de los 

transportadores de baja afinidad sólo ocurre con altas concentraciones de glucosa 

(150 gL-1). 

     Por otro lado, también  hay evidencias de que cuando los transportadores de 

baja afinidad no se expresan,  la expresión de los transportadores de alta afinidad 

aumenta, como un  mecanismo compensatorio  (Forment et al., 2006). La curva que 

describe los flux calculados con le modelo fisiológico (figura 18), no describe una 

saturación absoluta, como ocurre con las curvas correspondientes al transporte de 

baja y alta afinidad, lo cual podría describir la actividad de un  mecanismo de 

transporte alterno, que no es saturable, por ejemplo el mecanismo de difusión 

simple, el cual opera como un mecanismo absolutamente físico. 

    

Figura 18. Comparación entre los perfiles del flux de glucosa calculados con el modelo 

fisiológico  y el de difusión facilitada  (-- □ -- Baja afinidad, ---O – alta afinidad --∆ -

-Modelo fisiológico), las constantes de los transportadores  y lo cálculos se 

realizaron como se indica en el texto. 
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6.6.4 Permeabilidad membranal  calculada.  

     Debido a que el flux de glucosa calculado con el modelo fisiológico no se 

correlaciona con el mecanismo de difusión simple (propuesto por Papagianni y 

Mathey, 2004) ni con el modelo de difusión facilitada, considerando los parámetros  

cinéticos de los transportadores medidos experimentalmente  por Torres et al. 

(1996). 

     Con base en lo anterior se propone como una posible explicación a este hecho, 

que existen  cambios en el coeficiente de permeabilidad (P) de las membranas de 

Aspergillus niger, los cuales  permiten controlar el flux de glucosa. En la figura 19  

se muestran los valores de permeabilidad calculados con la ecuación 5.11 (página 

39), se observan disminuciones  en la permeabilidad (73%) cuando se incrementó 

la concentración de glucosa de 12.5 g/L a 50 g/L, este fenómeno ha sido propuesto 

por Viniegra-González y Favela-Torres (2006) a partir de un modelo matemático 

que explica los bajos niveles de represión catabólica observados en cultivos sólidos  

en función de adaptaciones  en la permeabilidad al sustrato. Así mismo, Maldonado 

y Strasser de Saad (1998) reportaron cambios químicos  (concentración de ácidos 

grasos saturados) en las membranas  de las células en función del tipo de cultivo 

(líquido y sólido), lo cual da indicios de que  existen cambios en la  fluidez de 

membranal en función de las condiciones del cultivo, algunos trabajos sugieren que 

los cambios en la fluidez y como consecuencia en la permeabilidad se deben a  la 

actividad de agua  en el medio de cultivo.  Con base a lo expuesto, es posible sugerir  

que la permeabilidad membranal y los cambios en el dH, regulan el transporte en 

Aspergillus niger 
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Figura 19. Permeabilidad aparente en cultivos de A. niger en caja Petri a diferentes 

concentraciones de S0. Los cálculos se realizaron de acuerdo a la ecuación 5.11. 

6.7  Gradientes de nutrientes por IRMN en cultivos superficiales de A.  niger. 

6.7.1 Tiempo de recuperación (T1) en caja Petri con diferentes niveles de  

nutrientes. 

    En  la sección 6.6.2 se planteó la importancia de identificar  durante el cultivo los 

gradientes  axiales de glucosa en el soporte, ya que permitirían explicar la 

disminución de los Yx/s reportados en  este trabajo. Entonces, a través de la IRMN 

intentamos medir tales gradientes, que a pesar, de no lograrlo de manera 

fehaciente, fue posible   obtener  indicios  respecto a este fenómeno. 

 En la sección de materiales y métodos  se  muestran los detalles, por ahora, 

conviene recordar  dos cosas: 
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 El tiempo de recuperación (T1), es el tiempo necesario  que le toma a una 

muestra recuperar su campo magnético natural después, de haber sido 

invertido por una secuencia de pulsos. Por lo tanto, es característico de 

cada muestra. 

 En el medio de cultivo, la cantidad de sales minerales fue proporcional a la 

concentración glucosa. 

     En la figura 20 se muestran los resultados del 1/T1  de un medio de cultivo 

definido (descrito en materiales y métodos). Primero, se realizó el experimento con 

los medios de cultivo que usualmente preparábamos, lo cuales contenían glucosa 

y sales minerales, nuestra primera interpretación fue que  el 1/T1  era sensible a la 

concentración de glucosa, por ello, repetimos el experimento  pero, con únicamente 

glucosa, con el objetivo de valorar el efecto de las sales y despreciarlo en caso de 

no ser significativo. Sin embargo, observamos exactamente lo contrario, es decir,  

que la glucosa no tenía ningún efecto sobre el 1/T1. Ningún trabajo ha medido 

microscópicamente la concentración de glucosa en el agar pero, Nagel et al. (2002) 

la midieron en  un medio de cultivo  a base de harina de trigo  por IRMN sin embargo; 

la  calibración de T1  la realizaron con solo tres concentraciones de glucosa, tampoco 

se corroboró que las sales minerales tuvieran un efecto sobre T1. 
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Figura 20. Inverso del tiempo de recuperación (1/T1) en caja Petri a diferentes 

concentraciones de glucosa: (--□--)  medio de cultivo con únicamente glucosa,(-- ∆-

-) medio de cultivo con glucosa y sales minerales. La cantidad de sales minerales fue 

proporcional a la glucosa,  como se describe en materiales y métodos. 

 

6.7.2 Tiempo de recuperación (T1) en caja Petri con diferentes aw. 

     Se  midió el T1 en  cajas Petri  con  actividad de agua (aw) modificada con 

diferentes concentraciones de etilen glicol (5-20%). En la tabla  5 indica que 

contrariamente a lo   que se esperaba  el T1  no tiene  relación con la  actividad de 

agua, no hay  cambios en T1 lo suficientemente grandes para sugerir alguna 

relación.  
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Tabla 5.   Efecto de la presión osmótica y aw sobre T1 en medios  con diferentes 

concentraciones de glucosa y de etilen glicol. 

Glucosa 

 (gL-1) 

T1  

(S) 

Presión 

Osmótica 

(mOsmL-1) 

Aw 

0 1.31  1 

12.5 0.87 176 1 

25 0.62 352 0.998 

50 0.38 704 0.994 

100 0.13 1407 0.974 

Etilen 

glicol(% 

v/v) 

   

5 0.91 887 0.989 

10 0.59 1774 0.976 

15 0.77 2661  0.953 

20 0.72 3548 0.936 
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     En la figura 21 se muestra que tampoco la cantidad de solutos se relaciona con 

1/T1  cuando se utilizó etilen glicol.  

      De acuerdo con las evidencias anteriores es posible deducir que los cambios 

observados en T1, se deben al incremento en la concentración de las sales 

minerales, que  por  ser iones con diferentes valencias generan interacciones 

iónicas que disminuyen su movimiento rotacional y traslacional,  por lo  tanto  

absorben y emiten con mayor rapidez la energía. El etilen glicol  y la glucosa no 

tienen efecto sobre 1/T1 lo cual sugiere que los puentes de hidrógeno que 

establecen con el agua no son lo suficientemente fuertes para disminuir el 

movimiento rotacional de los núcleos atómicos. 

 

Figura 21.  Relación de 1/T1 con la presión osmótica en medios  con diferentes solutos. 
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6.7.3  Intensidad de señal axial en  el agar de cultivos superficiales de 

Aspergillus niger. 

    Ya que la respuesta  (1/T1) obtenida por IRMN  en nuestro sistema experimental, 

sólo se debió a la concentración de sales minerales, se realizarón experimentos 

para medir la intensidad de señal axial en el agar (mide el campo magnetico 

generado por los núcleos atómicos),  en esta medición se tiene la ventaja de que es 

posible obtener mediciones puntuales, a diferencia del  T1  en donde las mediciones 

corresponden al promedio de un área. En la figura 22 se muestran los perfiles 

axiales de la intensidad de señal en  agar a dos diferentes tiempos de cultivo  (0, 48 

h). Para t=0 h, se observa lo esperado es decir, que la  intensidad de la señal es 

practicamente igual en cualquier profundidad del agar, lo cual sígnifica que la 

distribución de  las sales minerales es uniforme, sin embargo, para  t=48 h la 

intensidad de la señal presenta cambios considerables  de  H=0 a H=0.25 cm,  esto 

indica que  la tasa de consumo de nutrientes por Aspergillus niger  es mayor que la 

de de difusión. Nagel et al. (2002) con Aspergillus oryzae, usando somo sustrato 

harina de trigo, encontraron que en el primer milimetro  se forman gradientes 

similares a los obervados en nuestro trabajo. Los trabajos difieren en la  profundidad   

de los gradientes,  lo cual se explica por diferencias realitivas al transporte entre 

estos sistemas (caja Petri  con agar y harina de trigo ), tales como los coeficientes 

de difusión, las tasas de consumo, la producción  y difusión de amilasas (utilizarón  

harina de trigo). 
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Figura 22.  Perfiles axiales de intensidad de señal en cultivos superficiales de Aspergillus 

niger,  en un medio con 50 gL-1 de glucosa (la concentración de sales es proporcional 

a la concentración de glucosa, tal como se describió en materiales y métodos) 

 

    Se pretendió  obtener los perfiles de intensidad de señal para un mayor número 

de tiempos,  sin embargo,  a las 72 horas de cultivo se observó que las hifas habían 

penetrado al agar (figura 23),  por lo que no fue posible  obtener un perfil 

representativo del sistema. El crecimiento del micelio por debajo de la superficie ya 

ha sido estudiado y se ha reportado que en Rhizopus oligosporus puede crecer 

hasta 0.4 cm  por debajo de la superficie  (Nopharatana et al.,2003), a este micelio 

se le considera como el responsable de la liberación de hidrolasas, en este caso  se 

puede interpretar como una respuesta compensatoria del gradiente de 

concentración  formado en el agar debido al consumo.  
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Figura 23. Imágenes del agar  a diferentes tiempos de cultivo, en un medio con 50 gL-1 de 

glucosa y sales minerales proporcionales a la concentración de glucosa. 

    

 En  la figura 24 se  observa  el perfil axial obtenido de la posición B, se observa  

que los gradientes se encuentran hasta los 3 mm de profundidad y que la intensidad 

de la señal  disminuyó a 4.5 u.a.  lo anterior  debido al consumo de nutrientes. Otro 

perfil obtenido de la misma imagen pero en la diferente posición A, se muestra que  

las diferencias de la señal en función de la profundidad no son tan  grandes a pesar 

de que en ambas posiciones no han penetrado las hifas, lo anterior sugiere que 

existen consumos y difusiones diferenciales es decir, que después de 48 h se 

forman microambientes con características  fisiológicas propias, es un resultado 

importante pues con frecuencia se asume que el cultivo en superficie es homogéneo 

en todos los sentidos. 
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Figura 24. Perfil axial de intensidad de señal en un cultivo de Aspergillus niger, en un medio 

con 50 gL-1(como se menciona en la sección de materiales y métodos, la 

concentración de sales es proporcional a la cantidad de glucosa). 

 

6.7.4  Curvas de nitratos y glucosa en caja Petri. 

     En los apartados anteriores se  mostró que la señal obtenida por IRMN (T1) no 

es sensible a la concentración de glucosa, de  hecho se debe a la concentración de 

las sales minerales del medio, es decir, es una señal dependiente de muchos 

compuestos. En los perfiles axiales mostrados en la sección anterior se mostró que 

existen  gradientes en la señal, tales gradientes podrían ser de todos los nutrientes, 

lo cual  implicaría que todos los nutrientes se consumen en la misma proporción. 

Para comprobar lo anterior se  realizó una cinética en donde medimos el  consumo 

de glucosa y nitratos. Si encontrábamos que el consumo era paralelo, entonces 

tendríamos elementos para argumentar que  los gradientes son de todos los 

nutrientes, incluyendo a la glucosa. 

     En la figura 25 se observa que el consumo de  glucosa y nitratos es paralelo 

hasta alrededor de las 65 horas de cultivo, lo cual indica que los nutrientes se 
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consumen de manera simultanea. Por lo tanto, es muy probable que los gradientes 

de sales mostrados también sean  de glucosa. 

       

.  

Figura 25. Consumo de  nitratos y glucosa en cultivos superficiales de Aspergillus niger, en 

un medio con 50 gL-1 de glucosa. 
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VII. CONCLUSIONES 

Los resultados mostrados en el presente trabajo, permiten deducir algunas 

propiedades del crecimiento fúngico sobre superficies sólidas: 

1. Que la densidad volumétrica final es independiente de la concentración del 

sustrato y de su disponibilidad por unidad de superficie del soporte. 

2. Que el grosor final de la capa de micelios sigue una función de saturación con 

respecto a la disponibilidad del sustrato por unidad de superficie del soporte. 

3. Que el balance de materia, indica que el rendimiento decrece conforme se 

aumenta la disponibilidad inicial del sustrato por unidad de superficie del soporte. 

4. Que hay una constante de eficiencia de la producción de la biomasa por unidad 

de superficie que está definida por el máximo espesor posible de la capa del micelio, 

con una densidad volumétrica dada. 

5. Que la permeabilidad membranal disminuye aproximadamente un orden de 

magnitud cuando  se aumentó  S0  de 12.5 a 100 gL-1. 

6. Que se forman gradientes de sales minerales en los primeros milímetros  por 

debajo de la superficie del cultivo. 
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VIII NOMENCLATURA 

A Área   cm2 

Ax Superficie específica (por unidad de biomasa) cm2 gx
-1 

C Concentración  de un soluto dentro de un elemento 

diferencia 

g cm-3 

Cos Concentración de oxígeno  mol m-3 

dH Diámetro de la hifa m 

Ds Difusividad del  sustrato cm2 s-1 

De Coeficiente de difusión efectivo  cm2 s-1 

Dglu, mem Difusividad de la glucosa en la membrana cm2 s-1 

Dglu, agar Difusividad de la glucosa en el agar cm2 s-1 

F Fracción de sustrato consumido  

H Espesor de una biopelícula cm 

hc Espesor critico donde se agota el oxígeno cm 

hm Espesor máximo que puede alcanzar una biopelícula cm 

I Cociente hc/R  

J Flux de un soluto g s-1cm-2 

Je Flux de entrada en un elemento diferencial g s-1cm-2 

Jo
´´ Flux de oxígeno en la biopelícula mol m-2s-1 

JS Flux de salida en un elemento diferencia g s-1cm-2 

Kσ Disponibilidad de sustrato necesario para obtener  

hm/2 

mg cm-2 

L Altura del medio en caja Petri cm 

M0 Magnetización inicial T 

Mz Magnetización en el plano z T 
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M Coeficiente de mantenimiento gs gx
-1

 h-1 

N Concentración de un soluto g L-1 

Ps Coeficiente de Permeabilidad al sustrato cm s-1 

qs Consumo específico de sustrato gs gx
-1 s-1 

ro
´´ Tasa de consumo de oxígeno g cm-3 s-1 

Q0 Cantidad de biomasa total inicial g 

Q Cantidad de biomasa g 

R Radio de un soporte esférico cm 

R Constante de los gases J mol-1K 

Sext Concentración de sustrato fuera de la célula g cm-3 

S Concentración de sustrato g cm-3 

T Tiempo S 

TE Tiempo eco de una secuencia s 

Ti Tiempo necesario para invertir el campo magnético s 

TR Tiempo de repetición entre secuencias s 

T1 Tiempo de recuperación s 

Us Movilidad por unidad de fuerza W 

Vs Volumen del medio de cultivo  

Vx Volumen de la biomasa  

X Biomasa g L-1 

X0 Biomasa al inicio del cultivo g L-1 

Xmax Biomasa máxima del cultivo g L-1 

XH2O Fracción de agua en el micelio  

Yx/O Rendimiento, g de biomasa por g de oxígeno gx gO2
-1 

Yx/s   Eficiencia biosintética  gx gS
-1 
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Z Distancia a recorrer por un soluto debido a un 

gradiente de concentraciones 

cm 

 

 

Letras griegas 

 

µ Tasa específica de 

crecimiento 

h-1 

δ       Profundidad máxima de 

penetración del oxígeno 

µm 

ρv Densidad volumétrica de 

la biomasa 

g cm-3 

Ε Factor de eficiencia g cm-2 

Ζ Cociente X Xmax
-1  

ρx Densidad del micelio 

seco 

g cm-3 

Δ Incremento  

σ0 Disponibilidad inicial de 

sustrato 

mg cm-2 

Λ L hc-1  
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