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RESUMEN

En el presente trabajo se estudio la fisiologia de Aspergillus niger cuando crece
sobre superficies solidas, 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 biopelicula como un factor que limita la eficiencia biosintética, 2. El
cambio de la permeabilidad membranal como funcion de la concentracion de

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

A fin de entender mejor la fisiologia del cultivo en superficie, se definié la variable
oo, como la disponibilidad de sustrato por unidad de area (mgcm-?) que se puede
calcular como el cociente: So/a, donde a es la relacién A/V del soporte, de tal
manera que oo tiene dos fuentes de variacion; el volumen del medio y So.
Entonces, se disefié un experimento con un rango de oo entre 6 y 63 mgcm2 y se
estimd el Yx/s, el espesor de la biopelicula, h, y se construyeron las curvas de
produccion de biomasa y consumo de glucosa; con ello se realiz6 el balance de
materia con ecuaciones empiricas y fue posible deducir 4 propiedades de los
cultivos fangicos en superficie: 1. La densidad volumétrica final del cultivo es
independiente de la concentracién del sustrato y de su disponibilidad por unidad de
superficie del soporte, 2. El espesor final de la biopelicula, h, sigue una funcién de
saturacion con respecto a oco. 3. El balance de materia indica que el rendimiento
decrece conforme se aumenta co. 4. Hay una constante de eficiencia de la
produccion de la biomasa por unidad de superficie que esta definida por el maximo

espesor posible de la capa del micelio, con una densidad volumétrica dada.



La permeabilidad de la membrana al sustrato se estimé a partir de un modelo
propuesto, para ello fue necesario medir, a diferentes concentraciones de sustrato
(So), el diametro hifal (dn), la tasa especifica maxima de crecimiento (Umax), ademas
se realizaron las cinéticas de produccion de biomasa y consumo de sustrato, el
modelo permite estimar la permeabilidad del sustrato a partir de variables
fisiologicas. Los resultados indican que cuando se modifica So de 12.5 a 100 gL,
la permeabilidad membranal disminuye aproximadamente un orden de magnitud.
Este resultado podria explicar la baja sensibilidad a la represion catabdlica
observada en cultivos soélidos. También se observd que el du disminuye
aproximadamente en un 65%, lo cual permite incrementar el area especifica de

acuerdo a la siguiente relacion:

4
de(l_ XHZO)

A =

donde: Ax es el area por gramo de micelio seco, du es el diametro promedio de
las hifas y p es la densidad del micelio humedo. Tal respuesta se puede interpretar
como una adaptacién morfométrica para incrementar el consumo especifico de

sustrato.

Por otro lado, también se midio el tiempo de recuperacion, T1 (tiempo necesario
para revertir el campo magnético original después de un pulso de inversion), y la
intensidad de sefal axial (el campo magnético generado por los nutrientes) a través

de imagenologia de resonancia magnética nuclear (IRMN), los resultados indican



gue existen gradientes axiales en el agar, es decir, bajo condiciones de estudio la
difusién pareciera ser un paso limitante para el metabolismo. Sin embargo, las
imagenes también muestran que después de 72 horas de cultivo, las hifas penetran
en el agar como una compensacion a la baja disponibilidad de nutrientes en la
superficie. También se concluy6 que bajo las condiciones de estudio, las sefales
medidas por IRMN correspondian a todos los nutrientes y no eran exclusivas de la

glucosa.



I. INTRODUCCION

1.1 Generalidades del género Aspergillus.

Los Aspergillus se han clasificado dentro de los Deuteromycetes. Se encuentran
frecuentemente en frutas, vegetales u otros sustratos sélidos, muchas especies
crecen sobre materia organica muerta, también se desarrollan en concentraciones
altas de azucar y sales, lo que indica que pueden tomar el agua que necesitan de
sustancias relativamente secas (Pelczar, 1999). Son de gran importancia
econdmica porque se les usa en la industria de la fermentacién para la produccion

de diversos acidos organicos, tales como: citrico y gluconico.

Los aspergillus producen micelio tabicado, ramificado, con la parte vegetativa
introducida en el nutriente. Las estructuras erectas de las hifas y que tienen
terminacion en forma de bulbo llamado vesicula, se llaman conidiéforos. Los
conidioforos pueden ser septados o no septados, en el apice, los conidioforos se
hinchan formando una vesicula, ésta a su vez da lugar al esterigma, que esta
formada por una o dos capas. Las conidias salen del esterigma y se mantienen en
cadenas, son de varios colores y éstos son caracteristicos de la especie, siendo
mas comunes negro, café y verde, tienen forma esférica y son unicelulares con
polimeros rigidos en su corteza. Dado que los conidi6foros y las conidias son
producidos en abundancia, su color es el que predomina en toda la colonia, la
composicién 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 amatrillo.
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Figura 1.Representacion de las estructuras de Aspergillus niger (Diaz- Godinez, 2011)

1.2 Importancia de Aspergillus en la Biotecnologia

Las enzimas que el mercado demanda, son utilizadas en industrias que producen
textiles, detergentes, azlcares de maiz y quesos. Para la produccién 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
namero de enzimas. Uno de los géneros que presenta estas ventajas, es el género

Aspergillus (ver tabla 1).



Tabla 1. Productos obtenidos por microorganismos del género Aspergillus.

Especie Producto
A. fumigatus Fumagilina
A. niger Acido citrico
A.niger Proteasa
A.niger Lipasa
A.niger Celulasa
A.niger Lactasa
A.niger Pectinasa
A. awamori Glucoamilasa
A. terreus Acido itaconico

Las cepas silvestres del género Aspergillus producen diferentes compuestos
(tabla 1). Ademas se ha mostrado que es factible transformar estas cepas a través
de técnicas de biologia 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 permiti6 incrementar la oferta de esta enzima, sin depender de la



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 aumentara, por ello es importante entender los
fenbmenos entorno a la capacidad productora de enzimas por estos

microorganismos.

1.3 La difusidn es proporcional al gradiente de concentracion.

En multiples fendmenos se puede observar que una sustancia volatil tiende a
difundirse a favor de un gradiente de concentraciones, la difusién cesa cuando el
gradiente ha sido eliminado. Por otra parte, la rapidez con la que el gradiente de
concentracion es eliminado esta en funcién de las caracteristicas 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 difusién, D, es particular para cada sustancia

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

Imaginemos un sistema en donde la concentraciébn cambia con la posicion z.
Ahora J es el flux del soluto es decir, el nUmero efectivo de moléculas que atraviesan
un area por unidad de tiempo. La ley de Fick establece que el flux es proporcional

al gradiente de concentracion.

on



donde n es la concentracién del soluto y D es el coeficiente de difusion 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 acumulacién de
solutos estaria dada por la diferencia del flujo entrante con el saliente, Je y Js,

respectivamente:
aJ
JeA — JsA = ﬁAdZ (1.2)

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

a
=(Adz) = (1.3)
at

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

utilizando la ecuacion de Fick, obtenemos la siguiente expresion:
5} on on
—(2) =2 (1.4)

Si el coeficiente de difusién no depende de la concentracion, se puede obtener

la siguiente ecuacion:

1611_6_11

Dot = a2 (1.5)

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

calcular la posicion de un soluto en un tiempo determinado.

1.4 Principios de imagenologia de resonancia magnética nuclear.

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

después de haber sido sometida a un campo magnético externo, se le conoce como



tiempo de recuperacion (Ti1), las muestras bioldgicas tienen distintos Ti, las
diferencias en valores de Ti son explotadas en Imagenologia de Resonancia
Magnética Nuclear (IRMN) para producir imagenes con contraste ponderado por
este parametro. Por ejemplo, en una secuencia de pulsos Espin-Eco, el contraste
ponderado por Ti es obtenido con Tiempos de Repeticion (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 inversion que desplaza la magnetizacion
longitudinal del eje +z al —z, antes de aplicar el pulso de excitacion de radio
frecuencia (RF) de la secuencia de pulso (SP) subsecuente, un tiempo de espera
es proporcionado para permitir la recuperacion de la magnetizacion 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 caracteristico.

El pulso de excitacion de radiofrecuencias (RF) convierte entonces las diferencias
en la magnetizacion longitudinal en diferencias en la magnetizacién transversal.
Esto produce sefales que forman una imagen con contraste ponderado por Ti,
aunque se pueden introducir contrastes adicionales en el resto de la SP. Las SP
con un pulso de inversion seguido de un tiempo de espera previo al pulso de
excitaciobn son conocidas como secuencia de pulsos inversion recuperacion
(inversion recovery, IR). El tiempo de espera entre los pulsos de inversion y el de

excitacion es conocido como el tiempo de inversion (denotado por Tj).



1.4.1 Inversion-recuperacion y medicion de Ti.

El Decaimiento Induccion Libre (FID, por sus siglas en inglés) y los experimentos
con Espin Eco se utilizan para determinar las propiedades de T2 (tiempo de
recuperacion transversal) de una muestra. Sin embargo, como experimentos
anicos, éstos no son sensibles a Ti. Como experimentos repetidos sus sefiales
dependen de Ti, y los parametros de latencia-espin podrian, en principio, ser
determinados realizando un nimero de secuencias repetidas con diferentes valores

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

Inversion Recovery (IR)

180°RF

TI (inversion time)

Figura 2. Diagrama de inversion-recuperacion, consiste de una combinacion de dos pulsos
de RF. El primer pulso invierte la magnetizacion longitudinal. El sequndo pulso
después del tiempo T, desplaza la magnetizacion longitudinal al plano transversal
para que una sefal FID pueda ser medida.

Existe otro experimento, llamado “inversion recuperacion”, que es sensible a Ti.
Aungue este experimento puede ser empleado para obtener un valor exacto de Tz,
la determinacion no puede hacerse con un solo experimento (Haacke et al., 1999).
La inversion recuperacion es similar a un experimento FID, pero con un pulso
adicional de 180° empleado para invertir la magnetizacion y definir un intervalo de

tiempo T antes de un pulso de 90°. El diagrama de la secuencia se muestra en la

10



figura 2. El regreso de la componente longitudinal de la magnetizacion entre estos

pulsos resulta en una sefal intensa que depende de T.

1.4.2 Medicién de Ti.

Para la medicion de T1 a través de inversion recuperacion, es necesario realizar
un seguimiento del componente longitudinal de la magnetizacion durante el periodo
entre los pulsos 180° y 90°. La magnetizacion longitudinal después del pulso inicial

de 180° es negativa respecto al valor de equilibrio.

El tiempo t = T, ha sido definido como el tiempo del pulso de 180°. La
magnetizacion regresa a su valor de equilibrio en el intervalo entre los pulsos de

acuerdo a:
— t U — Y.
My(t) = —Moe /i + Mo (1 —e /1) = Mo(1-2¢ /T), 0<t<Ti (L6)

Después de que la magnetizacién longitudinal es enviada al plano transverso
para proporcionar la sefial inicial, la magnitud de la magnetizacion transversal se

comporta como:

t-Tp

=T I §
M,(t) = M0(1—2e ’/Tl) e T3, t>T (1.7)

La magnitud de la sefial medida es modulada por el factor exponencial
dependiente de Ti. El segundo factor de la ecuacion 1.7 hace posible encontrar un
valor finito de Ti donde la sefal es cero. Ademas, un camino exacto para determinar

T1 es el hecho de que la sefial desaparece cuando:

11



Tl,null =T ln(2) (18)

Esto implica que la sefial es una funcion de Ty 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
sefal pueden ser determinados, tal que T1, para una muestra uniforme, pueden ser

medidos usando este método.

Figura 3. Magnitud de una sefial para en una secuencia de inversion-recuperacion en funcion
de T, el tiempo entre dos pulsos de RF.

Existe una utilidad asociada con el cero de la sefial. Si la muestra en estudio
tiene dos sustancias o tejidos con diferentes valores de T1, entonces un experimento
puede realizarse variando T, tal que la sefial de uno de los tejidos es cero. Este
componente se dice ser anulada. En este sentido, los diferentes componentes de

una muestra podrian ser estudiadas selectivamente.

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

para generar imagenes con contraste ponderado. La IRM es una técnica que no

12



invade ni destruye la muestra y que ha sido utilizada para estimar gradientes de

glucosa en cultivos sélidos (Nagel et al., 2002).

13



II. ANTECEDENTES

2.1 La difusion 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
hipotesis, consideraciones y ecuaciones. Se han comparado los consumos
especificos experimentales reportados en la fermentacion citrica, con los estimados
a partir de los modelos de difusién simple y transporte mediado, considerando que
el &rea especifica y coeficiente de permeabilidad son constantes e iguales en todos
los sistemas de fermentacion (Wayman y Mattey, 2000). En cultivos liquidos de A.
niger, los modelos consideran al didmetro hifal como independiente de la
concentracion de glucosa, llegando a la conclusién de que el transporte se puede

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

2.2 Las condiciones de cultivo modifican la permeabilidad membranal, en

cultivos fangicos.

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 soélido, sus membranas incrementan la concentracion de acido palmitico,
esteérico 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
produccion de pectinasas en cultivos solidos de Aspergillus niger, muestran que la

disminucién de compuestos extracelulares se relacionan con limitaciones en el

14



transporte de nutrientes a nivel de membrana (Acufia-Arguelles et al., 1994). Un
modelo de la fermentacion citrica muestra que los pasos limitantes del proceso son
la remocion 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 parametros cinéticos y las condiciones bajo
las cuales se expresan (Torres et al., 1996), otros trabajos muestran que la
expresion, 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 composicion quimica de la membrana, los tipos y
pardmetros 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 fenémeno
multifactorial, por lo tanto, es importante modelar el transporte de glucosa a partir
de variables fisiologicas y morfolégicas de facil medicidén. En el presente trabajo se
muestra una metodologia sencilla para estimar la permeabilidad membranal a la
glucosa, a través de una caracteristica morfométrica (diametro hifal) de Aspergillus
niger y que ha sido utilizada para estimar el comportamiento fisiolégico del cultivo

(Loera y Viniegra-Gonzalez, 1998).
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2.3 Hipdtesis sobre los bajos niveles de represion catabdlica en fermentacién

en medio solido.

La fermentacion en medio solido se define como el crecimiento de
microorganismos sobre sustratos solidos 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 represién por carbono (Viniegra-Gonzalez et al.,
2003). Para explicar este fenomeno se han propuesto dos hipoétesis alternativas o
complementarias (Viniegra-Gonzéalez y Favela-Torrres, 2006). La primera sugiere
gue el microorganismo modifica la permeabilidad membranal de acuerdo a la
concentracion de sustrato en el medio y la segunda propone que se forman

gradientes de sustrato dentro del soporte, lo cual impide la represién catabdlica.

Un trabajo que sustenta las hipétesis anteriores es el de Villena y Gutiérrez-
Correa (2007) quienes compararon la morfologia de Aspergillus niger crecido en
forma de biopelicula (cultivo en medio sélido) con la de los pellets (cultivo en medio
liquido), para ello usaron microscopia electronica y observaron la adhesién del
microorganismo al soporte (poliéster). Las imagenes indican que las biopeliculas
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 morfoldgicas se relacionan con la
mayor productividad enzimatica en biopeliculas de Aspergillus. Es probable que la
fermentacion en medio solido sea un sistema de cultivo, cuyas diferencias
morfoldgicas expliquen diversos resultados contrastantes respecto al cultivo liquido,

entre ellas la sensibilidad a la represion catabdlica.
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2.4 Penetracion de oxigeno en biopeliculas fungicas.

En un cultivo fungico crecido sobre una superficie se pueden diferenciar 3 zonas
(Figura 4): (a) Zona donde no existe limitacidon de oxigeno pues las hifas aéreas
tienen suficiente espacio para permitir la difusion y conveccion gaseosa. (b) Zona
de micelio que aunque esta humeda alin mantiene un metabolismo aerobio, debido
a la difusidon de oxigeno. (c) fraccion de micelio himedo en condiciones anaerobias,
en donde el oxigeno ya no alcanza a difundir, debido al consumo de las biocapas

superiores.

En cultivos de Rhizopus oligosporus crecidos en un modelo de cultivo sélido se
han medido los gradientes de oxigeno en la zona b con un micro electrodo y se
observé que el oxigeno se agota después de una profundidad de 60 um (Oostra
et al., 2001). De tal manera, que la fraccion aerobia del micelio humedo es muy
poca, a fin de incrementar la penetracion de oxigeno en la biopelicula, se podria
sugerir incrementar la presion parcial de oxigeno, sin embargo, realizar el
incremento antes mencionado es costoso Yy puede inhibir el crecimiento (Onken y
Liefke, 1989), otras alternativas serian el control del contenido de humedad vy la
reduccion del tamafio de particula del soporte para incrementar la relacion

area/volumen.

superficie solida
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Figura 4. Zonas del micelio, en funcion de la disponibilidad de oxigeno. a) Zona aerobia, b)
zona humeada con oxigeno y c) zona anaerobia

Para modelar los perfiles de oxigeno en una biopelicula, 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 biopelicula. En un
segundo escenario, se forma una primera ldmina de baja densidad, posteriormente
la biomasa crece dentro de esta misma lamina, por ende Unicamente aumenta la

densidad (Nopharatana et al., 1998).

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

en medio solido (CMS).

La transferencia de oxigeno es el factor mas importante para el escalamiento y

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

1. La produccién de calor es proporcional al consumo de oxigeno y es sabido
gue la remocién de calor es un problema para el escalamiento de
fermentadores.

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

es limitado por fenédmenos de difusién.

Por ello, algunos trabajos han estudiado el papel de las hifas aéreas en el
transporte de oxigeno. Oostra et al. (2001) compararon el flux de oxigeno en
cultivos de Rhizopous oligosporous, con y sin hifas aéreas. Concluyeron que las

hifas aéreas no son importantes para la transferencia de oxigeno, por lo tanto, en
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este tipo de cultivos la difusion de oxigeno es un proceso limitante, es decir, como
el oxigeno no es transportado a través de las hifas aéreas, el Unico mecanismo por
el que puede penetrar a la biopelicula es por difusién, y este mecanismo es
insuficiente para mantener oxigenada una biopelicula fungica pues, solo llega a

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

En cultivos de Aspergillus oryzae en medio so6lido, las hifas aéreas contribuyen
hasta en un 75 % en el flux de oxigeno, debido a que este hongo forma abundante
micelio aéreo y la difusion de oxigeno en los poros es lo suficientemente rapida para
evitar la formacion de gradientes. La concentracion de oxigeno en la biopelicula
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 oxigeno hasta ésta profundidad. Por otra parte, al comparar los consumos de
oxigeno entre A. oryzae y R. oligosporous es claro que los consumos de oxigeno
son mayores en A. oryzae, debido probablemente, a la longitud de sus hifas. Sin
embargo, la remocion de calor podria representar un problema ya que, como se ha
mencionado, la produccion de calor es proporcional al consumo de oxigeno. En
resumen, la importancia de las hifas aéreas radica en su longitud, ademas se debe
prestar atencién a la remocion de calor en aquellos cultivos fungicos donde las hifas

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

consideraciones del modelo utilizado.

La estimacion de la difusion de oxigeno tiene una relacién directa con los
modelos de crecimiento. Los modelos de Rajagopalan y Modak (1995) y Thibault
et al. (2000), consideran que los poros de la biopelicula estan llenos de agua y
modelan el crecimiento como una biopelicula sumergida. Basado en modelos
simulados, estos autores concluyeron que la difusion, en combinacién con el

consumo de oxigeno, genera gradientes de oxigeno a nivel intraparticula.

Por otro lado, Nopharatana et al., (1998) consideran que los poros en la
biopelicula estan llenos de aire, por lo tanto en la biopelicula no hay limitacion de
oxigeno. En otras palabras, los modelos de crecimiento fungico pueden sugerir que
hay o no limitaciones de oxigeno, dependiendo del coeficiente de difusién que

consideren en su modelo.

El modelo de difusién y consumo de oxigeno muestra que la penetracion de
oxigeno en la biopelicula es de 43 pm, comparable con el medido

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

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

siguientes ecuaciones:

0.5
5= (“_’jjf?s) (2.1)
—ro" = t&x (2.2)
YX/O
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Jo=-ro(6) (2.3)

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

0 Es la profundidad maxima de penetracion del oxigeno

De Es el coeficiente de difusion efectivo del oxigeno en agua a 35 °C (3.7 x10°

m?2 S-l)

Cos Concentracion de oxigeno saturado en el agua (0.22 mol m)

o, Tasa de consumo de oxigeno

M Tasa especifica de crecimiento (0.3 h't)

px  Densidad del micelio seco (300 kgm)

Yxo Rendimiento gramo de biomasa por gramo de oxigeno (1.16 Cmol.mol?)

Jo  Flux de oxigeno en la biopelicula (molm-2s1)

La 3 calculada con los datos anteriores y con la ecuacion 2.1 es de 4.3 x10°m,
comparable con la que midieron experimentalmente (8.2x10°m). Por otro lado, el
flux méximo que podria haber en una biopelicula cuyos poros estan llenos de agua,
calculado con la ecuacion 2.3 es de, 3.8x10°°molm2s1, también es comparable al

que midieron (2-8x10-5 molm2s?).
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2.7 Modelos de crecimiento fungico 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 linea vertical.

» Las hifas no pueden penetrar en la solucién de glucosa.

» La glucosa es el Unico nutriente limitante.

»> El rendimiento Yys es constante.

» La difusién de oxigeno no limita el crecimiento.

» El crecimiento se puede modelar con la ecuacion logistica.

» La biomasa esta limitada, por una concentracion maxima, la cual podria

corresponder a la méxima densidad de empacamiento.

Una representacion 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 direccion.
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Crecimiento \ G

?

Glucosa membrana

Figura 5. Representacion de las consideraciones de un modelo de crecimiento fungico en
superficie (imagen modificada de Nopharatana et al., 1998).

En el trabajo antes mencionado se sugiere que la velocidad de crecimiento
(produccioén de vesiculas, extension apical, formacion de membrana y pared celular)
es dependiente de la concentracion de sustrato, con base en los trabajos de
Favela-Torres et al. (1998) la tasa de crecimiento no mostro diferencias al probar un
amplio rango de glucosa (12.5-100 gL1). Es probable que en concentraciones mas

bajas se pueda ver dicho efecto.

Por otro lado consideran (Nopharatana et al., 1998) que la altura maxima a la
que puede crecer el hongo es de 2 mm. Al respecto no se menciona bajo qué
criterio se fij6 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 6 5 mm sobre la

superficie (Oostra et al., 2001).

En la figura 6 se muestran los perfiles de un modelo de crecimiento fungico, se
observan dos fases de crecimiento bien diferenciadas: en la primera, aumenta la

densidad de la superficie (en la altura cero), hasta alcanzar la maxima densidad de
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empacamiento de la biomasa que, segun la figura, podria 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

alcanz6 su densidad maxima y lo hace en capas con densidad constante.

as
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“ 30 —a— 20 hour
] —&— 30 hour
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25-
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o 20 4
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=
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Figura 6. Densidad de la biomasa en funcion de la altura en un modelo de crecimiento
fungico en superficie (Nopharatana et al., 1998).

Rajagopalan y Modak (1995) sugieren que la biomasa desde el inicio crece con
densidad constante, incrementando Unicamente la altura. Esto implica que la
glucosa puede difundir dentro de las hifas y también entre la biopelicula, y para el
modelamiento, utilizan el coeficiente de difusion del oxigeno en agua, considerando

al micelio como una pelicula sumergida en agua, por lo tanto, se concluye que el
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crecimiento esta limitado por la difusion del oxigeno. Contrariamente, el modelo de
Nopharatana et al. (1998) utiliza el coeficiente de difusion del oxigeno en aire, por
lo que concluye que la difusiébn no es un paso limitante para el aumento de la
biomasa que se encuentra en la superficie; sin embargo, lo podria 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 maxima densidad medida a través
de microscopia confocal es de 4.45 mgcm3, la cual se localiza a 0.075 cm por
debajo de la superficie. Para la biomasa que crece sobre la superficie, se encontrd
que la densidad maxima fue de 39.54 mgcm=, 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 minima densidad se encuentra desde el primer milimetro. 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 oxigeno (Rahardjo et al., 2001), mientras que las hifas
gue penetran, son las encargadas de la liberacién de enzimas, las cuales permitiran

la hidrélisis de los polimeros que serviran como fuente de carbono.
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Figura 7. Densidad del micelio de Rhizopus oligosporus crecido en PDA en funcidn de la altura
(Figura modificada de Nopharatana et al., 2003).

2.8 Funcidn fisiologica de las hifas aéreas.

Para el control de procesos en fermentacion en medio sélido (FMS), la
respiracion de las hifas aéreas presenta un serio problema debido a que, como se
ha mencionado, es proporcional a la produccion de calor. La pregunta a resolver es
¢cual es la funcion fisiologica de las hifas aéreas?, si son las productoras de los
metabolitos, de las enzimas hidroliticas 0 quizds suministran de oxigeno al micelio
hamedo, la supresion de las hifas aéreas seria justificada si no tuviera alguna de las

funciones antes mencionadas, ya que se disminuiria la produccion de calor.

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

produccion de a amilasa. Sus resultados sugieren que cuando se suprimié la
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formacion de hifas aéreas, la producciéon de biomasa y la actividad amilasa
descendi6 a la mitad. Este resultado indica que la funcién de las hifas es suministrar
oxigeno al micelio vegetativo. Este hecho se reafirma con las mediciones que
realizaron del flux de oxigeno. Se observa de manera muy clara que el flux en los
cultivos con hifas aéreas de oxigeno es 4 veces mayor respecto a los cultivos sin
hifas aéreas. Por lo tanto, es fiable decir que la funcidon de las hifas aéreas es

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

[ll. OBJETIVOS
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3.1 Objetivo general

Identificar el comportamiento fisioloégico de Aspergillus niger, respecto a la
biosintesis de biomasa, formacion de gradientes y permeabilidad membranal, para

mejorar el disefio de cultivos sobre superficies solidas.

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 cm? de

superficie) sobre el rendimiento Yx;s en cultivos superficiales de Aspergillus niger

IV. HIPOTESIS
28



El cambio del diametro hifal (dn) observado en Aspergillus niger cuando crece
con altas concentraciones de glucosa, permite calcular la permeabilidad

membranal, quien regula el flux de sustrato.

En cultivos fangicos en caja Petri, la imagenologia obtenida por resonancia

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

La eficiencia biosintética (Yws) en cultivos superficiales de Aspergillus niger, se
correlaciona inversamente con la disponibilidad de sustrato, oo,
independientemente de que se modifique el volumen del medio o la concentracion

de sustrato.

V. MATERIALES Y METODOS
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Para el mejor entendimiento de este trabajo, la presente seccion se ha dividido
en tres apartados: 1. Espesores de biopeliculas y rendimientos (Yxs) en cultivos
superficiales, 2. Estimacién del flux y permeabilidad en cultivos en caja Petriy 3.

Medicién de nutrientes por IRMN en caja Petri.

5.1 Rendimientos y espesores de biopeliculas en cultivos superficiales.

Considerando el hecho de que en la biopelicula crecida sobre el agar, la glucosa
y el oxigeno, migran en direcciones opuestas, planteamos la hipotesis de que el
Yws €s una funcién del espesor de la biopelicula, es decir, que las biopeliculas
delgadas tienen oxigeno y glucosa, por lo tanto, este tipo de cultivos tienen altos
Yws (figura 8), contrariamente a lo que sucederia con biopeliculas gruesas. Lo
anterior sustentado con la evidencia de que la penetracion de oxigeno en cultivos

fungicos es de alrededor de 80 um (Oostra et al., 2001).

Para ello, definimos la variable oo (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 concentracion de glucosa y manteniendo constante el

volumen del medio.

2. Modificando el volumen del medio y fijando la concentracion de glucosa So,
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Figura 9. Difusion de oxigeno y glucosa en un cultivo fungico crecido sobre una superficie
solida.

5.1.1 Unidades experimentales.

Se utilizaron cajas Petri de 9 cm de diametro con el medio Kafert. Se disefaron
dos conjuntos de experimentos, en el primero el volumen fue constante (30 mL)
y la fuente de variacion para o fue la glucosa (de 12.5 a 100 gL1), lo que equivale

auna oo de 6, 12, 24 y 48 mgcm2, respectivamente.

En el segundo conjunto de experimentos se modificé el volumen del medio: 10,
25 y 40 mL, manteniendo constante la glucosa a 100 gL, para obtener oo de 15,

40y 63 mgcm. De esta manera se abarcé un rango de ocoentre 6 y 63 mgcm-2,

5.1.2 Microorganismo.

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

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

La cepa fue conservada en silica gel (Perkins, 1977; Loera-Corral et al., 1999)
para lo cual se propago por 4 dias en medio Kafert (1977), para preparar una
suspension de esporas en una solucion de Tween 80 (al 0.05%) en leche
descremada Svelty al 3 %. Esta solucién se esterilizd por 20 min a 10 psi para
impedir la caramelizacion de los carbohidratos y que las proteinas no se
desnaturalizaran. Previamente, se esterilizaron viales de vidrio de 3 cm con silica
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 pL de suspension de esporas (1x10° esporas mL™1) a cada vial. Se
prepar6 un control negativo con 20 uL de la solucién sin esporas y se trat6 como
los demas. 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 realizé una prueba de viabilidad

incluyendo el control negativo.

5.1.4 Composicién del medio de cultivo.

Para todos los experimentos se utilizé el medio propuesto por Kafert (1977). La
Unica fuente de carbono en el medio fue glucosa de 12.5 a 100 gL, la proporcién
de los demas componentes del medio, se adicionaron de manera proporcional a la
concentracion de glucosa, de tal manera que la proporcion 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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utilizé agar al 1.5 %. La composicion quimica del medio para 100 gL de glucosa
fue la siguiente: Sales (gL?): NaNOz (15), KCI (5.2), KH2PO4 (8.1), K2HPO4 (10.4),
MgSOs 7H20 (5.2). Elementos traza (gL?): FeSOs4 7H20 (0.052), EDTA (0.5),
ZnS04 7H20 (0.22), HsBO3 (0.11), MnCl2 4H20(0.05), CoCl> 6H20 (0.016), CuSO4

5H20 (0.016), (NH4)s M070244H20 (0.1).

5.1.5 Origen del in6culo.

La cepa fue propagada en el medio Kafert (1977) en caja Petri, a partir de los
viales en los que se conservo, 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 corrobor6 la velocidad de crecimiento radial (0.4 cm/dia). 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
procedié a determinar la concentracion de esporas en una camara de Neubauer;
finalmente se calculé el volumen necesario para tener una concentracion 10°

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

5.1.6 Determinacion de biomasa en cultivos superficiales.

Para la determinacion de biomasa se vertio el agar de una caja Petri con micelio
en un vaso de precipitados de 1 L con 200 mL de agua acidificada con HCI (pH
3). El agua acidificada se utilizé para impedir que gelificara el agar; sin embargo,
analisis finales mostraron que el pH Unicamente cambiaba de 6.5 a 6, debido al

sistema amortiguador del medio. Posteriormente, se metid 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 permitio fundir el agar y separar la biopelicula
formada sobre el agar, después se filtr6 a través de membranas de celulosa
Millipore (0.45 um). El filtrado se recupero en tubos Falcon. Posteriormente, se lavo
la biomasa y la membrana con abundante agua caliente, ya que en algunos casos
se formaban pequefios grumos de agar, después se meti6é el papel en un horno a
60 °C hasta peso constante (aproximadamente 24 h). Finalmente, se pas6 a un

desecador por 24 h y se calcul6 la biomasa seca por diferencia de peso.

5.1.7 Determinacién de biomasa crecida sobre membranas de celofan.

Las mediciones de biomasa fueron corroboradas utilizando una membrana de
celofan (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 inoculd
con la misma concentracién de esporas pero, sobre una membrana de celofan
adherida al agar, la cual se retir6 a diferentes tiempos para medir la biomasa por

gravimetria.

Previo a su uso, las membranas fueron lavadas con abundante agua tibia
(aproximadamente 35°C), llevadas a peso constante y esterilizadas. Para adherirlas
al agar fue necesario humedecerlas para que pudieran ser maleables, también se

requirio utilizar una varilla de vidrio estéril para tender la membrana y evitar pliegues.
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Membrana de
celofan estéril

Caja Petri con
medio de cultivo
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Se retird el celofan con
biomasa a diferentes tiempos
para su analisis gravimétrico

Figura 8. Representacion de la metodologia para cuantificar biomasa crecida sobre una
membrana de celofdn (Imagen modificada de Olsson, 1994)

5.1.8 Modelo logistico.

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

ecuacion logistica (Gatto et al., 1988).

dx:AtmaXX(l— X j (5.1)
dt X max

donde: umax €s la tasa especifica de crecimiento maxima (h'), X es la biomasa en

un tiempo (t) y Xmax es la biomasa maxima que alcanza el cultivo, cuando dx/dt=0.
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La solucion de la ecuacion logistica para X>0 esla siguiente:

X = X o (5.2)
(1+Ce™)
donde: C = M

Para estimar pmax se utilizé el programa llamado “solver” presente en la hoja de
calculo de Excel (MICROSOFT), a través de un procedimiento de minimizacion de

las sumas de los errores.

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

El azucar residual se midi6 a través de la oxidacion de azucares reductores por
el acido 3,5-dinitrosalicilico (Miller, 1959), para lo cual se realizé una curva patrén
de 0 a 500 mgL™* 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 determinacién de biomasa) y 3 mL del reactivo de DNS,
esta mezcla se llevé a bafio maria por 15 minutos, después se enfriaron los tubos
con agua a temperatura ambiente y se procedié a leer la absorbancia en un

espectrofotémetro a 640 nm.

Las absorbancias obtenidas fueron transformadas a unidades de concentracion
(gL de glucosa), los promedios obtenidos, se ajustaron por la ecuacién propuesta

por Pirt (1967) que se muestra enseguida.
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_ds_1odx (5.3)

dt Y, dt

donde: S es la concentracién de sustrato (gL?), Yws es el rendimiento (gxgs™) y
m es el coeficiente de mantenimiento (gsgxth), la solucion de la ecuacién anterior

en funcién de X (biomasa gL™?) es la siguiente:

S(t)=S, - e

max

X =Xo  MX |n{xmax_X°} (5.4)

x/'s /umax

donde: So es la condicion inicial para la concentracion de sustrato en el medio y
Xmax €S la biomasa maxima que alcanza el cultivo. A través de un procedimiento de
minimizacion de errores con el programa “solver” (MICROSOFT) se estimé el Yys.

5.1.10 Medicién del espesor de la biopelicula.

Las mediciones de las biopeliculas se realizaron a partir de los cultivos crecidos
en “césped” con las 0o antes mencionadas. Se realizaron cortes perpendiculares a
la biomasa con un bisturi. Se adquirieron imagenes de la biopelicula con una
camara 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 0o a partir de tres cajas Petri.
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5.2 Estimacion 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 empiricas
(Logistica y Pirt), también fue necesario estimar el area de transferencia de
nutrientes, para ello, se realizaron mediciones microscopicas de los diametros
hifales y estimaciones de la fraccion de agua en la biomasa. Las mediciones de
biomasa y azlcares 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 diametro (de
plastico) con 30 mL de medio, con lo que se obtenia una profundidad de 0.5 cm.
Cada caja fue inoculada con 10° 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 realiz6 por triplicado.

5.2.2 Mediciéon del didmetro hifal.

El analisis de imagenes digitalizadas permitio estimar el didmetro de las hifas.
A continuacion se explica la metodologia utilizada en este trabajo: se inocul6é con 5
ML de suspension de esporas (la utilizada en las cinéticas de produccion de
biomasa) en el centro de la caja Petri en condiciones estériles. La caja Petri
contenia 30 mL del medio propuesto por Kafert (1977). Se eligié esta manera de

inocular debido a que se podian observar las hifas distales de forma individual,
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por lo tanto la medicion se facilitaba. La siembra en forma de “césped” dificultaba
la observacion de las hifas individuales ademas identificar las puntas era muy

complicado.

La adquisicion de las imagenes se realizo directamente sobre la superficie de
agar después de 32 h de haber inoculado (antes de la esporulacién), ya que la
esporulacion impedia observar con claridad las hifas. Se utilizé el objetivo 40 X
para enfocar la hifa (cerca de la punta), se digitalizaron 45 imagenes de diferentes
hifas distales que se encontraban en la periferia de la colonia, éstas imagenes
fueron analizadas con el programa IMAG J, en donde a través del “mouse” se
selecciond la distancia a medir (diametro de la hifa) y, a partir de una calibracion
previa, el programa proporciono la equivalencia de la distancia seleccionada. La

calibracién se realizé con una camara de Neubauer.

5.2.3 Desarrollo teorico.

Se calcul6 el flux de glucosa a partir de la siguiente ecuacion:

g=9 (5.5)
A

donde: J es el flux de glucosa en el cultivo fangico (gcm2s?), A« es el area hifal
por unidad de biomasa (cm?gx?), gs el consumo especifico de sustrato (gsgx*h?)
y se calculé como el cociente pmax/Y ws; ambos parametros fueron obtenidos a
partir de los ajustes realizados con los modelos empiricos. ElI Ax se obtuvo de la
siguiente forma: Se planteé la posibilidad de estimar el area disponible de

transferencia de nutrientes, a partir de medidas microscépicas de los diametros
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hifales, considerando que las hifas tienen una geometria cilindrica; sin embargo,
esta area deberia estar relacionada con un parametro macroscopico, para ello se
establecio la relacion area/volumen de la hifa, para que la expresion final estuviera
en términos de la densidad de la biomasa. Derivado de lo anterior se obtuvo la

siguiente ecuacion.

4
A= de(l_XHZO) 5:6)

donde: Ax es el &rea por gramo de micelio seco, du es el diametro promedio de

las hifas y p es la densidad del micelio humedo.

Por otro lado, el transporte de una sustancia a través de un medio, es
consecuencia de un gradiente electroquimico. Esta relacion esta expresada por la

ecuacion de Nernst-Planck.
Jo =S (dGs /dz) (5.7)

donde Js eselflux de S, z es el espesor de la barrera que atraviesa el soluto,
dGs/dxes el gradiente electroquimico de S, y Us es la movilidad (velocidad por

unidad de fuerza) en el medio.

La energia libre varia con la concentracién de acuerdo con la siguiente ecuacion.

AGs =RT In[S] (5.8)
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Cuando el soluto es una molécula sin carga eléctrica (glucosa, en este caso),
AGs esta dada por la ecuacion 5.8 que al sustituir en la ecuacion 5.7, la ecuacién

de Nernst-Planck, se reduce a la siguiente:
J, =—-Dg (d[S]/dz) (5.9)

La ecuacién anterior, corresponde a la primera ley de Fick, Donde Ds =RTUs
es el coeficiente de difusion de S en el medio de interés, que difunde para eliminar

el gradiente de concentracion d[S]/dz.

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

J s = [)ZS([S]fuera - [S]dentro): PS ([S]fuera - [S ]dentro) (510)

donde, Ds es el coeficiente de difusion de glucosa en la membrana y Ps=Ds/Xx,
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:

S 4Yx/ . ([S ] fuera — [S ]dentro)

(5.11)

Si se considera que la glucosa es fosforilada lo suficientemente rapido para que
no se acumule dentro de la célula, entonces [S]dentro es aproximadamente cero. Con

la ecuacion anterior es posible calcular la permeabilidad aparente de la membrana
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a diferentes So, en términos de variables medibles como el Yxs Yy umax, ademas de

una variable fisiolégica d+ , todas dependientes de So.

5.3 Medicion de nutrientes por IRMN en caja Petri.

A fin de comprender los factores que limitan el metabolismo en caja Petri, se
plante6 la posibilidad de medir la concentracién axial de nutrientes en cultivos
superficiales de A. niger. Para ello se midio el tiempo de recuperacion (T1) a través
de imagenes obtenidas por resonancia magnética nuclear (IRMN). Previamente se

realizé una curva con los Ti, a diferentes concentraciones de nutrientes.

5.3.1 Unidades experimentales usadas en IRMN.

Se realizaron dos tipos de experimentos: en los primeros se midi6 el T1, en cajas
Petri sin inocular, s6lo modificando todos los nutrientes de manera proporcional a
So, con el objetivo de explorar la sensibilidad de T1 a la concentracion de glucosa,
en los segundos se midi6 Ti a una So, pero con Aspergillus niger inoculado.

Adicionalmente, se midié la intensidad de la sefal.

Para todos lo experimentos se utilizaron cajas Petri de 5 cm de diametro con 10
mL de medio de cultivo, para obtener una profundidad aproximada de 0.5 cm. En
los experimentos donde se inoculd, se realizé con una concentracion 1x10° esporas

mL1.

5.3.2 Determinacién de Ti.

Se obtuvo T1 para cada concentracion de glucosa (12.5, 25, 50 y 100 gL™?), los

experimentos se realizaron con un Sistema de Resonancia Magnética de 7 T marca
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Varian del Centro Nacional de Investigacion en Instrumentacion e Imagenologia
Médica (CI3M) de la Universidad Autdnoma Metropolitana Unidad Iztapalapa (UAM
- 1). Se obtuvieron las series de imagenes con los siguientes parametros: Secuencia
SEMS, corte coronal, TR = 3500 ms, TE = 14.52 ms, matriz de 128x128, FOV =
70x70 mm, arreglo de T tamafio=15, inicio=0.007 s, fin=1.2 s, incremento=0.0852
s. Para cada serie de imagenes de distinta concentracion se obtuvo una Regién de
Interés (ROI), de la cual el sistema genera un archivo que contiene los datos de la
intensidad para cada una de las imagenes de una concentracion. Las intensidades

son graficadas como se mostré en la figura 3 (pagina 12).

Los puntos obtenidos con el sistema se aproximaron con una ecuacion a través
de un programa en MATLAB®, el cual ajusta los puntos correspondientes al par
de datos considerando el tamafio del arreglo, el tiempo de inicio, fin y el incremento
para obtener como salida el Ty, la grafica con los puntos y la curva optimizada. Para
aproximar la curva se utilizan los puntos correspondientes a la curva ascendente

gue permite obtener el cruce por cero.

5.3.3 Determinacion de nitratos.

Fue necesario realizar una cinética de consumo de nitratos, para ello se
utilizaron las unidades experimentales descritas en la seccion 5.2.1. En intervalos
de tiempos regulares se fundié el agar (como se describio en la seccion 5.1.6) y se
almacenaron 10 mL de muestra a 4°C en tubos Falcon, posteriormente, se midié la
concentracion de nitratos por UV a 220 nm. En todas las mediciones se corroboro
que las interferencias por materia organica fueran menores al 10 %, para ello se

realizaron mediciones a 270 nm (Standart Methods, 2005).
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5.4 Tratamiento de la informacion y analisis estadistico.

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
estandar. A partir de los ajustes con la ecuacion logistica y de Pirt de cada serie de
datos, se estimo la pumax, 10S s se calcularon a partir de los promedio de las pmax y

de los Yx/s.

Los flux se obtuvieron a partir de los promedios de gs y dn. La permeabilidad
aparente se calcul6 con los promedios anteriores y para cada dx, por esta razon en
la grafica aparecen las desviaciones estandar. 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 (pv).

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

propuesto dos escenarios tedricos (Nopharatana et al., 1998):
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a) El primero, supone que la densidad de la biomasa (pv) es practicamente
constante, por lo tanto, el aumento de la biomasa se debe a la superposicion
de biocapas muy delgadas que rapidamente alcanzan la densidad maxima.

b) EI segundo, supone que se forma una primera lamina de baja densidad.
Posteriormente, la biomasa aumenta su densidad dentro de esta lamina
hasta alcanzar su maxima capacidad de empacamiento. Despueés, la
densidad por encima de la primera lamina no alcanza una densidad uniforme.
Mas bien, se extiende hacia arriba de la superficie solida con una densidad
gue decrece como una funcion exponencial de la coordenada vertical (z).

Los trabajos experimentales de Nopharatana et al. (2003), Oostra et al. (2001) y
Camacho-Diaz 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 pa, cuando el sustrato se habia agotado. La tendencia de esos

valores siguié una relacion hiperbdlica bien definida (R? = 0.9613).

€0y

Pa = (6.1)

Doénde, ¢, es el valor supremo, ¢ = 14.7 mgcm=y, Kp, es la constante de saturacion,
Kp = 28.1 mgcm. Al valor de, ¢, se le llama supremo porque es el maximo de pa
para todos los experimentos y se obtiene cuando oo 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?, con un valor estimado de 0o =70 mgcm2 (So=0.3 gcm3y alv~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, co, que también
siguio una relacion hiperbdlica similar a la de pa. La explicacion mas simple de
ambas tendencias es suponer que la densidad volumétrica promedio, pvav = pa/h,
fue aproximadamente constante. Para probar esa hipotesis se calcularon dichos
cocientes y arrojaron un valor promedio pvav = 48.4 + 6.05 mgcm= (C.V. = 12%).
Otra forma de ver la misma relacion es considerar que la tendencia de h, se puede

calcular, usando la siguiente ecuacion (6.2).

— (S/p*V)O-O (6 2)

Kp+0'0

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

la suma de los errores cuadrados § - X ( ni - hi)?. La tendencia obtenida se muestra

como linea sélida en la Fig. 10 con R? = 0.9448. Los valores estimados fueron pv+ =

47.8 mgem3y hsup = 3.25 mm.
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Figura 10. Valores finales de cada experimento en cultivos superficiales de A. niger, con valor
inicial, oo, para la densidad superficial de la biomasa mdxima (px; representado en
eje vertical izquierdo por, O) y espesor de la biocapa (; representado en el eje
vertical derecho, /\). Los marcadores sdlidos corresponden a los experimentos en
donde la fuente de variacion de o fue V (10, 25 y 40 mL), los marcadores vacios
corresponden a los experimentos en donde la fuente de variacion fue So. La linea
interrumpida corresponde a la ecuacion 6.1 y la linea continua a la ecuacion 6.2,
con los valores indicados en el texto.

Por lo tanto, siguiendo el consejo de Occam?, consideramos que & = pvavhsup = 15
mgcm2. Dicho de otra forma, A. niger crece sobre la placa de agar, con densidad
volumétrica, pv, aproximadamente uniforme hasta alcanzar un espesor maximo h,

que es una funcién de saturacion de co y que alcanza un valor supremo hsup.

Los datos aqui 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 mas
simple que explique los fendbmenos estudiados.
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2001; Camacho-Diaz et al., 2010) pero es el mismo del modelo de Nopharatana et
al., (1998). Esta discrepancia pudiera deberse al tipo de respiracion de cada
organismo. Segun Oostra et al .(2001) Rhizopus oligosporus tiene una respiracion
preponderante por el micelio vegetativo y quizas por ello se ha adaptado a crecer
con un micelio de baja densidad. Segun Rahardjo et al. (2001, 2005), Aspergillus
oryzae tiene una respiracion preponderante por el micelio aéreo. Lo cual ha dado
lugar a un crecimiento con mayor densidad de micelio, porque las hifas aéreas
podrian tolerar una menor porosidad debido a que tienen hidrofobinas, que ayudan
a solubilizar los gases que son mas solubles en la fase lipidica, como el oxigeno.
Este aspecto del metabolismo de los hongos filamentosos ya esta siendo aplicado
para optimizar la utilizacion de productos volatiles hidrofébicos por cultivos de
superficie de A. niger (Volke-Sepulveda et al., 2003) o de Rhinocladiella similis
(Vigueras et al., 2009) y podria ser materia de futuros estudios comparativos de los
cultivos de superficie de distintos hongos filamentosos. Pues segun lo han mostrado
(Volke-Sepulveda et al., 2003) la fisiologia de la respiracién y el metabolismo de A.
niger sobre superficies sélidas, permite degradar tres veces mas rapido los

hidrocarburos, a comparacion de los cultivos sumergidos.

Queda por explicarse como se transporta el sustrato desde la superficie sélida
hasta las hifas mas 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
difusion pasiva, puesto que las constantes de difusividad tuvieron un valor

semejante al que se midié en el medio de cultivo sin micelio. De esta manera, el
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micelio de las capas inferiores de la biocapa estaria formando una red de
conduccion difusiva de los nutrientes que son consumidos por las capas superiores
mas activas. En esta tesis no se midieron los productos alternativos del metabolismo
pero es sabido que A. niger transforma la glucosa en acido citrico y otros polioles,
cuando la tension de oxigeno es baja (Diano et al., 2006) o cuanto la concentraciéon
de glucosa es alta (Gutiérrez-Rojas et al.,1995). Esta consideracién es de gran
importancia para explicar la reduccién de los rendimientos celulares cuando se

producen capas relativamente gruesas como se vera en la siguiente seccion.

6.2 El rendimiento, Yxis,como funcion de oo en cultivos sélidos 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 < So < 300
gLt). En todos los casos, el valor del rendimiento, Yxs, decrecié con valores
crecientes de glucosa, especialmente si So > 100 gL*. Pero para valores menores
de So, los rendimientos con Amberlita fueron mayores que los de las placas de agar
y estos que los matraces agitados. En especial, llamé la atencion que A. niger
tuviese mayores rendimientos en una columna empacada que tiene restricciones de
difusion entre las particulas, a comparaciébn con las placas de agar que
aparentemente no las tienen. Una posible explicacion de estas diferencias entre
distintos cultivos sobre superficies soélidas estaria ligada a las diferencias en el area
especifica, o = A/V, de los soportes sélidos que fueron de o = 2.6 cm™ en agar
(78.5 cm?/30 cm?®) y de oo = 100 cm para las perlas de Amberlita (6/0.06cm). Esto

justifica el disefio presentado en Materiales y Métodos, en dénde se varié So (gL™?)
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= 12.5, 25.0, 50.0, 100.0 con placas donde o = 2.2 cm™ y experimentos con So =

100 gLty o (cm™) = 1.59, 2.54, 6.36.

Para analizar estos resultados conviene relacionarlos con los de la seccion
precedente a traves del balance de materia y de la definicion del rendimiento segun

se muestra en la siguiente ecuacion.

donde, f es la fraccion del sustrato inicial (co) que fue utilizado en el curso de cada
experimento, segun se indicé en Materiales y Métodos. Al sustituir pa de (6.1) en 6.3

y suponiendo que f ~ 1, se obtiene 6.4

&
Kp+0'o

Yx/s = (64)

Tomando los inversos de ambos lados de (6.4) se obtiene una expresion lineal en
G0, COMO Se muestra:

1 _K o (6.5)

Yx/s T e £

En la Fig. 11 se muestra la grafica experimental con los valores, R? =0.9652 y con

los correspondientes valores de ¢K,! = 0.516, ¢ = 15.55 mgcm™.
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Figura 11. Inverso del rendimiento, 1/Y./s (-O-) en funcidon de oo en cultivos superficiales de
A. niger a diferentes niveles de glucosa inicial, los simbolos corresponden al
inverso del espesor de la biopelicula (/*). La notacion de los simbolos llenos y vacios
es la descrita en la figura 10.

El valor del inverso del intercepto con las ordenadas se aproxima mucho al valor
Yo = 0.5, que es el valor que se ha medido para los cultivos aerdbicos de distintos
microorganismos cultivados con glucosa como fuente de carbono (Heijnen y Roels,
1981). Esto justifica identificar Yo = ¢Ky! y permite aprovechar este resultado para

el balance del sustrato desarrollado en la siguiente seccion.

La figura 11 Indica que la relacibn A/V=1/h de la biopelicula sigue una tendencia
contraria de la recta para, 1/Yxs. Asi, cuando el rendimiento es bajo (1/Yxs elevado)
la relacion A/V de la biomasa es minima, y viceversa. Esto permite ligar los dos
procesos: una reduccion del rendimiento, Yxs, 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 atencion a sus implicaciones en el Yxs, 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 aplicacién de los andlisis realizados, es la simulacion del cultivo
sobre soportes porosos en caja Petri. Nuestra propuesta es igualar la disponibilidad
de sustrato, oo, para ello, es necesario considerar el espesor del medio de cultivo
que se adhiere al soporte poroso. Por ejemplo, en un cultivo sélido realizado sobre
espuma de poliuretano (PUF), el medio se adhiere al formando peliculas de un
espesor de L~60 um (Viniegra-Gonzalez et al., 2003). Si el medio de cultivo tiene

una So= 50 gL, entonces la disponibilidad de sustrato (0o) sera:
=0 _ %0 _ -2
oo 1= 1, 0.3mgcm (6.6)

Por lo tanto, para simular el cultivo sobre soportes porosos en caja Petri, L y So
del medio deben corresponder a la oo calculada, que podria ser 3 mm y 1 gL,
respectivamente. En otras palabras, la simulacién 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 ecuacion 6.6.

6.4 Tamafo 6ptimo de particula para cultivos en soportes solidos.

En la seccion 6.2 se mostré que existe una relacion inversa entre la disponibilidad

de sustrato, oo, y la eficiencia de biosintesis de biomasa (Yxs), también se explico
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que la densidad del micelio, pv, se puede considerar constante por lo tanto,
independiente de oo. Derivado del balance de materia (apéndice 1) y de las
propiedades anteriores, se obtuvieron 3 rectas (figura 12) que sirven para disefar
el tamafo de particula 6ptimo para la biosintesis de biomasa, cada recta
corresponde a un soporte con geometria diferente (esferas o cubos, cilindros y
placas). En la figura 12, la ordenada es la relacién L/hc. L representa la magnitud
del radio, diametro o espesor de la figura geométrica (esfera, cilindro o placa), hc
es el espesor critico de la biopelicula para estar oxigenada, es decir, cuando el
espesor de la biopelicula supera hc, habra fracciones del cultivo en condiciones de
anaerobiosis. La abscisa es un valor adimensional C =Ymax Solpv , Ymax, pv, S€
pueden estimar en caja Petri, dicho de otra manera, es posible optimizar el
rendimiento en cultivos en donde se utilicen soportes con diferentes geometrias, a

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

Por ejemplo, con algunos de nuestros resultados podriamos estimar el tamafio
optimo de los soportes para la biosintesis. El Ymax podria ser 0.5 (discutido en la
seccion 6.2), en los cultivos en medio sélido suelen emplearse So= 0.1 gmL?
(Favela-Torres et al., 1998), en cuanto ala pv, el trabajo de Nopharatana et al. (2003)
sugiere un valor de 0.04 gcm3. 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? (4, 85y

13) por lo tanto: L= 0.4 mm, d= 0.85 mm, r=1.3mm.
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Figura 12. Mddulo de longitudes, L/hC, en funcion del mdédulo de biomasa, C = YmaxSo/pv,
para obtener el tamafio éptimo de particulas como soportes sélidos con diferentes
geometrias: (---) Radio de un soporte esférico; (- - -) Diametro de un cilindro y (—)
Espesor de una placa.

6.5 Modelo matematico del crecimiento de hongos sobre superficies sélidas.

La ecuacidén 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 sincronico. Por lo tanto: X =

Apa

Zuf1-|x (6.7)

dt Xy

Por otro lado, el consumo de sustrato lo representamos con la ecuacion 6.8. Aqui

el sustrato esta inicialmente distribuido homogéneamente en un volumen, V, con
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una concentracion inicial, So. Por lo tanto, la cantidad total de sustrato es Qo = VSo

y el consumo esta dado por:

dQ _ 1.dx
dt Y, dt

+ mX (6.8)

Al dividir la ecuacion de consumo de sustrato por la de crecimiento e integrando
al final del experimento se obtiene una ecuacion en la que se elimina el tiempo como

variable.

x=Xo | wim [ xy
(Q—Q) = ot ln[ l (6.9)

m 1—X/XM

Por arreglo de la ecuacion, se tiene

(Qo—-@) X—Xp mXm 1_XO/X
= XXo | M |2 T (6.10)
Qo YoQo UQo 1- /XM

Suponiendo Xm > X >> Xo; y definiendo: f = (Qo-Q)/Qo; ¢ = X/Xm

mX

— XM ML
f + Oln[l_g (6.11)

"~ YoQo ua

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

e a1 P B Tk (6.12)
YX/S Xm Yo u 1-{] Yo 1%

Este andlisis muestra que el inverso del rendimiento aparente Yxs™* = fSo/Xw, al final
del proceso ({— 1) depende del cociente, m /u, pero no del valor absoluto de u. Por

ejemplo, de la proporcidbn del metabolismo que se fue a biosintesis o0 a
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mantenimiento, pero no de la velocidad en que se llevd a cabo el proceso. Esto
ocurre porque se esta evaluando el resultado final y no el tiempo en que este
proceso se llevd a cabo. Si las velocidades son similares, entonces el factor
dominante que afecta al rendimiento sera esa proporcion. Si el grosor de la capa
fungica es mayor que el espesor de la penetracion del oxigeno, la mayor parte del

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

En una caja Petri, el sustrato inicial esta uniformemente distribuido en el volumen
V del soporte y la biomasa sembrada por una distribucion homogénea de esporas
esta dispersa en un area A. Llamando pwa a la densidad superficial promedio de la

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

LSS i gm (6.13)
YX/S pMad Yo u

Al definir, oo = SoV/A, se obtiene:

1 _Jo% 1, gm (6.14)

YX/S pma Yo u

Como empiricamente se observa que

1 _Jo% _1,% (6.15)

Yx /s pmMa Yo E

La cantidad, pma, medida al final del experimento se obtiene dividiendo la
cantidad de la biomasa en gramos de sélidos, por el area de la placa de agar que

esta definida por la geometria de la placa.
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Se puede deducir que el cociente, m/u tiene las dimensiones de gs/gx, y de la
definicién de oo (gscm), la constante ¢ debera tener las dimensiones de gx cm-2.
En este caso el factor tiempo ya no esta en la ecuacion, pues se trata del resultado

final del experimento.

La ecuacion 6.15 es empirica y proviene de la correlacion 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 correlacion es alto (R? = 0.96, figura 11) y
por lo tanto, se puede deducir que la tendencia lineal 1/Yx;s o« 0o, s confiable, pues

con siete puntos bien alineados, es legitima la evaluacion de dos paradmetros.

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

siguiente ecuacion empirica.

— Mm% (6.16)

- KG'+O-O

Si se define una densidad volumétrica promedio de la biomasa, pm = puwah?, al

substituirse el valor de pwma en la ecuacion de balance se obtiene, suponiendo f =1,

1 _ (K0—+O'0) _ 1 0o
Yx, hmpy Yo €
s

(6.17)
Para identificar términos se divide el lado izquierdo por Ko y se obtiene:
Yo = hmpv/Ko (6.18)

€= hmpv (6.19)
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Yo=¢/Ko (6.20)

Como el valor de Yo, depende de la fuente de carbono y la disponibilidad del
oxigeno, se puede evaluar por separado para muchos tipos de microorganismos.
Por ejemplo: con glucosa y en condiciones aerobias, Yo = %. Esto indica que la
constante, ¢, define la maxima densidad de biomasa por unidad de superficie que
podria obtenerse con una cepa microbiana dada y que la constante de saturacion

Ko es proporcional a esa constante.

Estos resultados no son obvios sin tener en cuenta las mediciones aqui descritas
y por lo tanto, permiten deducir propiedades fisiolégicas del crecimiento de los

hongos.

1. Debido a que las curvas de biomasa por unidad de superficie (pa), es
practicamente paralela a la curva del espeso de la biopelicula (h), ambas
respecto a la disponibilidad de sustrato inicial (co) (datos mostrados en la
seccion 6.1), es posible deducir que: la densidad volumétrica final es
independiente de la concentracion del sustrato y de su disponibilidad

por unidad de superficie del soporte.

2. Que el espesor final de la biopelicula se puede describir con una funcion
de saturacion 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 1 . . .
=t % lo cual es confirmado con los datos experimentales (figura 11).
X/ 0
S
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Esto quiere decir que la eficiencia para la biosintesis decrece conforme
se aumenta la disponibilidad inicial del sustrato por unidad de superficie

del soporte.

4. El analisis de las ecuaciones empiricas (ecuacion 6.20) indica que hay una
constante de eficiencia de la produccion de la biomasa por unidad de
superficie que esta definida por el maximo espesor posible de la capa del

micelio, con una densidad volumétrica dada.

Esas cuatro propiedades de los micelios crecidos sobre una superficie sélida son
de importancia para el disefio de sistemas de cultivo fungico sobre superficie sdlida.
Aqui no se estudiaron las restricciones que habria entre particulas sdlidas
empacadas, pues se utilizaron placas de agar. Las restricciones asociadas con el
empacamiento y ligadas a la difusion de calor y de materia en un reactor empacado,

produciran otras restricciones que tendran que investigarse en su momento.

6.6 Estimacion del flux y permeabilidad membranal en cultivos superficiales
de Aspergillus niger.

En la presente seccion 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 gL1), ademas se midié el diametro de las hifas (dx). Con los datos
anteriores, con los ajustes con la ecuacion logistica y Pirt y con el modelo de difusion

simple de Fick, se calculd el flux de glucosay la permeabilidad aparente del sustrato.
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6.6.1 Analisis semi-estructurado del metabolismo de los cultivos
superficiales en funcién de sus rendimientos.
Lo primero que analizaremos es el efecto de la concentracion de glucosa (So) en
el rendimiento Yxs. A fin de complementar los resultados de la seccion 6.2, la
cantidad de glucosa se presenta en unidades de concentracion y de disponibilidad

de sustrato,oo (tabla 2).

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

puede dividir en tres grandes fracciones:

a) Sintesis de biomasa (Yxs)
b) Produccién de CO2 (Ycors)
c) Formacion de otros productos. Por ejemplo: polioles o acidos organicos

(Ypis)

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

determinado es el siguiente:

—AS; = |—+ 22—+ 2| AX + mXAt (6.21)

Yx/;s Yco/ss Ypss

Tabla 2. Efecto de la concentracion de sustrato, So, en el rendimiento Yy; en cultivos
superficiales de Aspergillus niger. oo se calculé como So/q, donde q es la relacion
A/V del agar en la caja Petri. El volumen de medio fue 30 mL y el drea de la caja de

63 cm?.
So (gL™) oo (Mgcm-2) Yxs (gxgs™)
12.5 59 0.4192

60



25 11.8 0.4302
50 23.6 0.250P

100 47.2 0.173¢

Los datos con letras iguales en la misma columna no difieren significativamente (P<0.05,
prueba de Tukey).

Para simplificar los célculos podemos agrupar dos de las fracciones del

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

= [L+ - ] (6.22)

Yo Yx/;s Ycoyss

Considerando las ecuaciones anteriores, la ecuacién 5.4 (pagina36) se puede

escribir de la siguiente forma:

1 1 mpa 1-pag/Pa
_A o — - A max l [ 0 max] 623
d [Yo + Yp] pat U n 1-pa/PAmax ( )

En la figura 13 se muestran los datos experimentales de una cinética de biomasa
y consumo de sustrato realizada por triplicado (rombos, cuadrados y triangulos), la
linea discontinua corresponde al modelo o(t) = co-Apa(t)/Yap . Si el gréfico de Ac vs
pa produce una linea recta, se puede despreciar la funcion logaritmica asociada al

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

término de la ecuacion 18 se puede despreciar.
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Figura 13. Evolucion del sustrato residual (o) en funcion de la produccion de la biomasa (Apa)
con un valor oo = 47.2 mg/cm? (o = 2.14/cm). Los datos con diversos simbolos
corresponden a tres experimentos independientes. La linea interrumpida
corresponde al modelo oft) = oo-Apa(t)/Yap; Yap = 0.066. Los ajustes individuales al
modelo tuvieron R? > 0.985

Independientemente de que el mantenimiento se desprecie o0 no, es posible
estimar los parametros de la ecuacién 6.18. Sélo es necesario conocer suficientes
parejas de datos (S, X) y que de forma independiente se tenga una estimacién de
Xmax, Xo Y U, tales parametros se pueden obtener a través del ajuste con la ecuacion

logistica.

En el caso presente, donde el rendimiento se reduce por la produccién de
biopeliculas gruesas, y se tiene una estimacion independiente de Yo = 0.5 (discutida
en la seccion 6.2 y proviene de nuestros datos experimentales). En consecuencia,

es posible desagregar el valor de Yr mediante la siguiente relacion:
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—= (6.19)

Yp Yap Yo
Si llamamos, vy, a la fraccion del sustrato que es metabolizado por la via anaerobia,
y Yp se refiere a los productos asociados al metabolismo anaerobio. La estimacion

de y se obtiene como sigue

v =1- Yxs/Yo (6.20)

Este parametro siguidé una funcion lineal del valor inicial, co, como se muestra en
la figura 14. Esto indica que el metabolismo de las biocapas mas gruesas (con
mayor co) tuvo un rendimiento cada vez menor y que se explica por un aumento de
la produccién de otros productos distintos de la biomasa (acidos organicos o
polioles) ya que las curvas siguieron un modelo lineal. Es decir, con muy poco efecto
del cociente (m/u). Por ejemplo, cuando co = 6 mgcm=2, el rendimiento, Yxis = 0.42,
vy = 0.16 (predominantemente aerobio). Cuando, co = 47 mgcm=2, el rendimiento,
Yxis = 0.17, y = 0.65 (predominantemente anaerobio). Este resultado puede tener
consecuencias practicas, porque muestra como la condicion inicial, oo, es un factor
de disefio de los cultivos fungicos de superficie para modular el tipo de metabolismo.

Aerdbbico con bajos valores de oo y anaerdbico con altos valores de oo.
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Figura 14. Correlacion entre la proporcion estimada para la formacion de productos
anaerobios Yx/s < Yo, en relacion al metabolismo aerobio (Yo = 0.5) y la condicidn
inicial, ov. Los experimentos se realizaron segun se indicé en Materiales y Métodos.
El valor de Yyxss, se calculé por el ajuste de las curvas a los modelos de la ecuacion
logistica y de Pirt, segun se indica en el Apéndice. Por medio de este ajuste se eliminé
el posible efecto del coeficiente de mantenimiento que, en casi todos los casos, fue
despreciable.

6.6.2 Tasa especifica de crecimiento maximo
Se calcul6 un valor corregido, p*max, definido de la siguiente manera:

* _ YO:umax
Hmax =

Yx/s
donde: Yo es el rendimiento 6ptimo, que con base nuestros resultados
presentados en la seccion 6.2, es 0.5. La figura 15 muestra la tendencia creciente

de, u*max, y practicamente constante para pmax, como funcién de, co.
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Figura 15. Valores para u*maxy umax en cultivos superficiales de Aspergillus niger

Esta tendencia creciente para p*max €s congruente con la hipétesis de que soélo
la lamina superior de la biocapa esta creciendo, porque corresponde a la zona de
penetracion del oxigeno, de arriba hacia abajo. Este efecto positivo de, oo, sugiere
que el sustrato, transferido de la interfase entre la biocapa y el agar hasta la lamina
superior del micelio, esta llegando en funcion de un mecanismo de difusion que
depende de los gradientes formados de abajo hacia arriba (en el soporte y en el
micelio) (Olsson, 1994). El gradiente seria creado como consecuencia de la
oxidacion completa del sustrato en la lamina superior del micelio y de la liberacion
de di6xido de carbono hacia la atmdsfera circundante. La demostracion final de esta
hipotesis dependera de la medicidon de los gradientes microscopicos del sustrato y
los productos a lo largo de la diapositiva axial. Este tema se abordo en forma
preliminar en la seccion 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 (co > 50 mgcm2) den lugar a inhibiciones del metabolismo de A. niger. Esto
ha sido explorado por medio de la respirometria (Oriol et al., 1988). Este proceso
inhibitorio ocurre cuando las concentraciones de sustrato son superiores a So = 100

gL, lo cual no form6 parte del disefio 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™),
no existe correlacion entre umax Yy la concentracion de sustrato inicial (So), lo cual se

observa en la tabla 3.

Tabla 3. Variables de respuesta fisioldgicas de cultivos superficiales de Aspergillus niger a
diferentes niveles de glucosa.

Glucosa (gL?) i max (h1)
12.5 0.109£0.0232
25 0.123£0.0212
50 0.103£0.0202
100 0.099+0.0092

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 solido, con So de 12.5y 100
gL! se han reportado valores para umax de 0.19 y 0.18 h-! respectivamente (Aguilar
et al., 2001), esta ausencia de correlacion entre pmax Y So 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'* en medios con 30 y 100 gL de glucosa respectivamente).
Una posible explicacion es lo que describe el modelo de saturacion de Monod, es
decir, la constante de saturacion (Ks) es al menos 1000 veces menor a las So

probadas en los trabajos mencionados.

6.6.2 Diametro hifal (dn) en cultivos superficiales.

El didmetro promedio de las hifas distales, mostré una disminucion con respecto
al incremento en la concentracion inicial de glucosa (Tabla 4). El efecto total (cuando
se modificéd So de 12.5 a 100 gL?) fue una disminucién del 65 % en el diametro hifal
y un incremento proporcional en el area especifica (Ax). Este cambio morfométrico
ha sido observado previamente y podria estar asociado a la presion osmotica que
ejerce el medio de cultivo (Wiebe et al., 1992; Larralde-Corona et al., 1997).

Tabla 4. Didmetros promedio de las hifas, correspondientes a diferentes concentraciones de
glucosa.

Glucosa dH Ax

gLt um m?gx?!

12.5 4.340 +£0.182 4.3

25 3.753 £ 0.27° 5.0
50 3.530 + 0.35P 5.3
100 2.830 £ 0.37¢ 6.6

Las observaciones basadas en la teoria vesicular (Bartnicki-Garcia 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 presion osmoética (Farkas, 1990).
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6.6.3 Estimacion del flux de glucosa en cultivos superficiales.

Para cada concentracion de glucosa se estimo el flux utilizando la ecuacion 5.5
(pagina 37). Los resultados indican que a 100 g glucosa L el cambio en el diametro
hifal disminuye el flux de glucosa 35%, con respecto al flux calculado cuando se
considera el diametro hifal constante (Figura 16). Esto indica que la disminucion del
diametro 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).

4E-09 -

3E-09 -

2E-09

J (gcm2s)

1E-09 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

Glucosa (gL?)

Figura 16. Comparacion de los flux de glucosa, considerando que no existen cambios
morfométricos (linea discontinua, du constante), con los flux de glucosa con du
experimental (linea continua). En ambos casos el flux se estimé con la ecuacion 5.5
(pdgina 37).
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Se calculo el flux de glucosa, de acuerdo con el modelo de difusion simple ecuacion
5.10 (pagina 39). Para estos calculos se consider6 que el coeficiente de
permeabilidad de la membrana para la glucosa es de 107 cms™ (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 So<12.5 gL, los valores de la tendencia del flux del modelo
fisiolégico son mayores a los del modelo de difusion simple, esto sugiere que bajo
estas condiciones de sustrato (So<12.5 gL?) existe un mecanismo de transporte que

opera con mayor velocidad (difusion facilitada).
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Figura 17. Flux de glucosa en cultivos superficiales de Aspergillus niger, estimados a partir
del modelo de difusion simple (-o-) y el modelo fisioldgico (-O-).

Se ha mostrado que el consumo especifico de glucosa en cultivos de
Aspergillus niger con menos de 25 gL1, se puede describir con el modelo de difusién
facilitada (Wayman y Mattey 2000). Los resultados mostrados en la figura también
indican que a partir de 25 g glucosa L los flux calculados con el modelo fisiol6gico

son menores con respecto a los calculados con el modelo de difusién simple. Esto
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se podria explicar sila difusividad de la glucosa en el medio (agar) fuera el paso
limitante; sin embargo, el Dglucosa, agar €S del orden de 10° cm? s (Lopez-Isunza et
al. 1997), es decir 4 érdenes de magnitud mayor al Dgiucosa, membrana (COnsiderando
P=1x107 cm sty x =10 nm), lo cual indica que la limitacién del transporte es a

nivel de membrana.

Sin embargo, la tendencia de los flux calculados con el modelo fisiolégico no
muestran una saturacion absoluta de los transportadores, esto sugiere que ademas
del mecanismo de difusion facilitada, existe un mecanismo de transporte que no es
saturable y que opera como un proceso absolutamente fisico y que no puede ser
controlado por el microorganismo, al respecto, se ha mostrado que el mecanismo
de difusion simple modela mejor el transporte de glucosa en A. niger (Wayman y
Mattey 2000). EI comportamiento del transporte antes descrito se puede deber a

cambios en la expresién y/o afinidad de los transportadores de glucosa.

6.6.5 Modelo de difusién facilitada.

Se calcul6 el flux de acuerdo al modelo de difusion facilitada, asumiendo que los
transportadores se comportan como una enzima, por lo tanto se utilizé la ecuacion

de Michaelis-Menten, transformando las velocidades a flux.

J= Jmax*S/(Km"'S) (6.21)
donde: S es la concentracion de glucosa en el medio, Km es la constante de afinidad

del transportador por el sustrato. Para la estimacion de los flux se utilizaron los
siguientes parametros cinéticos, reportados por Torres et al. (1996).
Parametros del transportador de alta afinidad.
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Vmax=0.052 umol sg DW-1
Km= 260 umol.

Parametros del transportador de baja afinidad.

Vmax=0.75 pmol s'g DW!
Km=3700 umol.

Con los parametros 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 ecuacién 6.21
considera de manera implicita el diametro promedio de las hifas correspondiente a

cada concentracion ya que el flux maximo se estimé con la siguiente ecuacion.

Jmax= Vmax/Ax (6.22)

donde: Ax es el area especifica obtenida a partir de la ecuacion 5.6 ( pagina 38),

la cual es dependiente del diametro de las hifas (dn).

En la figura 18 se muestran los perfiles de los flux (considerando los
transportadores de alta afinidad, baja afinidad y el modelo fisiol6gico) en funcion de
la concentracion de sustrato, So. La figura indica que si en el transporte de glucosa
so6lo participaran los transportadores de baja afinidad, los flux serian menores (de 8
a 17 veces) con respecto a los calculados con el modelo fisioldgico. Sin embargo,
el perfil que considera los parametros cinéticos de los transportadores de alta

afinidad es similar al del modelo fisioldgico. Estos resultados son congruentes con
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el trabajo de Torres et al.(1996) el cual sugiere que la expresion de los
transportadores de baja afinidad sélo ocurre con altas concentraciones de glucosa
(150 gLt).

Por otro lado, también hay evidencias de que cuando los transportadores de
baja afinidad no se expresan, la expresion 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 fisiolégico (figura 18), no describe una
saturacion absoluta, como ocurre con las curvas correspondientes al transporte de
baja y alta afinidad, lo cual podria describir la actividad de un mecanismo de
transporte alterno, que no es saturable, por ejemplo el mecanismo de difusion

simple, el cual opera como un mecanismo absolutamente fisico.
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Figura 18. Comparacion entre los perfiles del flux de glucosa calculados con el modelo
fisioldgico y el de difusion facilitada (-- o -- Baja afinidad, ---O — alta afinidad --A -
-Modelo fisioldgico), las constantes de los transportadores y lo cdlculos 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 fisiolégico no se
correlaciona con el mecanismo de difusion simple (propuesto por Papagianni y
Mathey, 2004) ni con el modelo de difusion facilitada, considerando los parametros
cinéticos de los transportadores medidos experimentalmente por Torres et al.

(1996).

Con base en lo anterior se propone como una posible explicacion a este hecho,
gue 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 ecuacién 5.11 (pagina
39), se observan disminuciones en la permeabilidad (73%) cuando se incrementd
la concentracion de glucosa de 12.5 g/L a 50 g/L, este fendmeno ha sido propuesto
por Viniegra-Gonzéalez y Favela-Torres (2006) a partir de un modelo matematico
gue explica los bajos niveles de represion catabdlica observados en cultivos sélidos
en funcion de adaptaciones en la permeabilidad al sustrato. Asi mismo, Maldonado
y Strasser de Saad (1998) reportaron cambios quimicos (concentracién de acidos
grasos saturados) en las membranas de las células en funcion del tipo de cultivo
(liquido y solido), lo cual da indicios de que existen cambios en la fluidez de
membranal en funcién 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 du, regulan el transporte en
Aspergillus niger

73



3.2E-10

1

a28€-10 |
2.4E-10 -
26-10 |\

1.6E-10 - §
1.2E-10
8E-11 - R
4E-11 =~ -H- T
- e o - e o _<

0 T T T T
0 20 40 60 80 100

Permeabilidad (cms

Glucosa (gL)

Figura 19. Permeabilidad aparente en cultivos de A. niger en caja Petri a diferentes
concentraciones de So. Los cdlculos se realizaron de acuerdo a la ecuacion 5.11.

6.7 Gradientes de nutrientes por IRMN en cultivos superficiales de A. niger.
6.7.1 Tiempo de recuperacion (T1) en caja Petri con diferentes niveles de
nutrientes.

En la seccion 6.6.2 se planted la importancia de identificar durante el cultivo los
gradientes axiales de glucosa en el soporte, ya que permitirian explicar la
disminucién de los Yws 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 fenébmeno.

En la seccidbn de materiales y métodos se muestran los detalles, por ahora,

conviene recordar dos cosas:
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e Eltiempo de recuperacion (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 caracteristico de
cada muestra.

e En el medio de cultivo, la cantidad de sales minerales fue proporcional a la

concentracion 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 realizé el experimento con
los medios de cultivo que usualmente preparabamos, lo cuales contenian glucosa
y sales minerales, nuestra primera interpretacion fue que el 1/T1 era sensible a la
concentracion de glucosa, por ello, repetimos el experimento pero, con Unicamente
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 tenia ningun efecto sobre el 1/T1. Ningun trabajo ha medido
microscépicamente la concentracion 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 calibracion de T1 larealizaron con solo tres concentraciones de glucosa, tampoco

se corrobor6 que las sales minerales tuvieran un efecto sobre Tu.
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Figura 20. Inverso del tiempo de recuperacion (1/T1) en caja Petri a diferentes
concentraciones de glucosa: (--0--) medio de cultivo con tunicamente glucosa,(-- A-
-) 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 recuperacion (T1) en caja Petri con diferentes aw.

Se midio 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 relacion con la actividad de
agua, no hay cambios en Ti1 lo suficientemente grandes para sugerir alguna

relacion.
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Tabla 5. Efecto de la presion osmdtica y aw sobre T:1 en medios con diferentes

concentraciones de glucosa y de etilen glicol.

Glucosa T1 Presion Aw
Osmotica
(gL?) (S)
(mOsmL™1)
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(%
vIv)
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 utilizo etilen glicol.

De acuerdo con las evidencias anteriores es posible deducir que los cambios
observados en Ti, se deben al incremento en la concentracion de las sales
minerales, que por ser iones con diferentes valencias generan interacciones
iGnicas que disminuyen su movimiento rotacional y traslacional, por lo tanto
absorben y emiten con mayor rapidez la energia. El etilen glicol y la glucosa no
tienen efecto sobre 1/T1 lo cual sugiere que los puentes de hidrégeno que
establecen con el agua no son lo suficientemente fuertes para disminuir el

movimiento rotacional de los nlcleos atbmicos.
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Figura 21. Relacion de 1/T1 con la presion osmdtica en medios con diferentes solutos.
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6.7.3 Intensidad de sefal axial en el agar de cultivos superficiales de
Aspergillus niger.

Ya que la respuesta (1/T1) obtenida por IRMN en nuestro sistema experimental,
s6lo se debid a la concentracion de sales minerales, se realizaron experimentos
para medir la intensidad de sefial axial en el agar (mide el campo magnetico
generado por los nucleos atdmicos), en esta medicion se tiene la ventaja de que es
posible obtener mediciones puntuales, a diferencia del T1 en donde las mediciones
corresponden al promedio de un area. En la figura 22 se muestran los perfiles
axiales de la intensidad de sefial 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 sefal es
practicamente igual en cualquier profundidad del agar, lo cual significa que la
distribucion de las sales minerales es uniforme, sin embargo, para t=48 h la
intensidad de la sefial 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 difusién. 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 difusion, las tasas de consumo, la produccién y difusion de amilasas (utilizaron

harina de trigo).
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Figura 22. Perfiles axiales de intensidad de sefial en cultivos superficiales de Aspergillus
niger, en un medio con 50 gL-1 de glucosa (la concentracion de sales es proporcional
a la concentracion de glucosa, tal como se describié en materiales y métodos)

Se pretendié obtener los perfiles de intensidad de sefial para un mayor numero
de tiempos, sin embargo, alas 72 horas de cultivo se observo que las hifas habian
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 liberacion de hidrolasas, en este caso se
puede interpretar como una respuesta compensatoria del gradiente de

concentracion formado en el agar debido al consumo.
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Figura 23. Imdgenes del agar a diferentes tiempos de cultivo, en un medio con 50 gL-1 de
glucosa y sales minerales proporcionales a la concentracion de glucosa.

En la figura 24 se observa el perfil axial obtenido de la posicién B, se observa
gue los gradientes se encuentran hasta los 3 mm de profundidad y que la intensidad
de la sefial disminuy6 a 4.5 u.a. lo anterior debido al consumo de nutrientes. Otro
perfil obtenido de la misma imagen pero en la diferente posicién A, se muestra que
las diferencias de la sefial en funcion 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 caracteristicas fisiolégicas 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 sefial en un cultivo de Aspergillus niger, en un medio
con 50 gl-1(como se menciona en la seccion de materiales y métodos, la
concentracion 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 mostré que la sefial obtenida por IRMN (T1) no
es sensible a la concentracion de glucosa, de hecho se debe a la concentracion de
las sales minerales del medio, es decir, es una sefial dependiente de muchos
compuestos. En los perfiles axiales mostrados en la seccion anterior se mostré que
existen gradientes en la sefial, tales gradientes podrian ser de todos los nutrientes,
lo cual implicaria que todos los nutrientes se consumen en la misma proporcion.
Para comprobar lo anterior se realiz6 una cinética en donde medimos el consumo
de glucosa y nitratos. Si encontrdbamos que el consumo era paralelo, entonces
tendriamos 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.
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Figura 25. Consumo de nitratos y glucosa en cultivos superficiales de Aspergillus niger, en

un medio con 50 gL de glucosa.
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VIlI. CONCLUSIONES
Los resultados mostrados en el presente trabajo, permiten deducir algunas

propiedades del crecimiento fungico sobre superficies sélidas:

1. Que la densidad volumétrica final es independiente de la concentracién del

sustrato y de su disponibilidad por unidad de superficie del soporte.

2. Que el grosor final de la capa de micelios sigue una funcion de saturacion 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 produccion de la biomasa por unidad
de superficie que esta definida por el maximo 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 aumentd So de 12.5a 100 gL,

6. Que se forman gradientes de sales minerales en los primeros milimetros por

debajo de la superficie del cultivo.
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VII NOMENCLATURA

A
Ax

C

Cos

dw

Ds

De

Dglu, mem

Dglu, agar

he

hm

Je
Jo~
Js

Ko

Mz

Area
Superficie especifica (por unidad de biomasa)

Concentracion de un soluto dentro de un elemento
diferencia

Concentracion de oxigeno

Didmetro de la hifa

Difusividad del sustrato

Coeficiente de difusion efectivo
Difusividad de la glucosa en la membrana
Difusividad de la glucosa en el agar
Fraccion de sustrato consumido

Espesor de una biopelicula

Espesor critico donde se agota el oxigeno

Espesor maximo que puede alcanzar una biopelicula

Cociente hc/R

Flux de un soluto

Flux de entrada en un elemento diferencial
Flux de oxigeno en la biopelicula

Flux de salida en un elemento diferencia

Disponibilidad de sustrato necesario para obtener
hm/2

Altura del medio en caja Petri
Magnetizacion inicial

Magnetizacion en el plano z

cm?
cm? gyt

gcm3

mol m-3
um

cm? st
cm? st
cm? st

cm? st

cm

cm

g slcm™
g stcm?
mol m2s?t
g slcm™

mg cm

cm

85



TE
Ti

TR
T1
Us
Vs

VX

Xo
Xmax
XH20
Yxo

Yxis

Coeficiente de mantenimiento
Concentracion de un soluto

Coeficiente de Permeabilidad al sustrato
Consumo especifico de sustrato

Tasa de consumo de oxigeno

Cantidad de biomasa total inicial
Cantidad de biomasa

Radio de un soporte esférico

Constante de los gases

Concentracion de sustrato fuera de la célula
Concentracion de sustrato

Tiempo

Tiempo eco de una secuencia

Tiempo necesario para invertir el campo magnético

Tiempo de repeticion entre secuencias
Tiempo de recuperacion

Movilidad por unidad de fuerza

Volumen del medio de cultivo

Volumen de la biomasa

Biomasa

Biomasa al inicio del cultivo

Biomasa maxima del cultivo

Fraccion de agua en el micelio

Rendimiento, g de biomasa por g de oxigeno

Eficiencia biosintética

gs gxLht
gLt

cm st

gs gxl s

gcm3st

cm
J moliK
gcm3

gcm3

gLt
gLt

glL?

Ox gozt
Oxgs™
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Letras griegas

Pv

Px

00

Tasa especifica de
crecimiento

Profundidad maxima de
penetracion del oxigeno

Densidad volumétrica de
la biomasa

Factor de eficiencia
Cociente X Xmax?

Densidad del micelio
seco

Incremento

Disponibilidad inicial de
sustrato

L hct

Distancia a recorrer por un soluto debido a un cm
gradiente de concentraciones

h1

um

gcm3

g cm?

gcm3

mg cm-2

87



VIII. LISTA DE TABLAS Y FIGURAS.

Figura 1.Representacion de las estructuras de Aspergillus niger (Diaz- Godinez, 2011).................. 5
Figura 2. Diagrama de inversidn-recuperacion, consiste de una combinacién de dos pulsos de RF.
El primer pulso invierte la magnetizacion longitudinal. El segundo pulso después del tiempo T,
desplaza la magnetizacion longitudinal al plano transversal para que una sefial FID pueda ser

(0T [T I VR PR PPPPT 10
Figura 3. Magnitud de una sefial para en una secuencia de inversion-recuperacion en funcion de T,
el tiempo entre dOS PUISOS A& R .......ooiiiiiiii ittt e et e e e sbr e e e e aaes 12
Figura 4. Zonas del micelio, en funcién de la disponibilidad de oxigeno..........ccccccccvvviiiiireneeeiiinns 18
Figura 5. Representacion de las consideraciones de un modelo de crecimiento fungico en
superficie (imagen modificada de Nopharatana et al., 1998). .........ccceeciriiiereee i 23
Figura 6. Densidad de la biomasa en funcion de la altura en un modelo de crecimiento fungico en
superficie (Nopharatana et al., 1998). ......cccciiiiiiiiiiii i 24
Figura 7. Densidad del micelio de Rhizopus oligosporus crecido en PDA en funcion de la altura
(Figura modificada de Nopharatana et al., 2003).........cueiiiiiiiieiiiii e 26
Figura 8. Representacion de la metodologia para cuantificar biomasa crecida sobre una
membrana de celofan (Imagen modificada de OISSoN, 1994) .......cccciiiiiiie i 35

Figura 9. Difusion de oxigeno y glucosa en un cultivo fangico crecido sobre una superficie solida. 31
Figura 10. Valores finales de cada experimento en cultivos superficiales de A. niger, con valor
inicial, oo, para la densidad superficial de la biomasa maxima (pa; representado en eje vertical
izquierdo por, O) y espesor de la biocapa (h; representado en el eje vertical derecho, A). Los
marcadores sélidos corresponden a los experimentos en donde la fuente de variacion de o fue V
(10, 25 y 40 mL), los marcadores vacios corresponden a los experimentos en donde la fuente de
variacion fue S, La linea interrumpida corresponde a la ecuacion 6.1y la linea continua a la
ecuacion 6.2, con los valores indicados €N €1 tEXL0. .....vuiiiiiiiiiiiiiie e 47
Figura 11. Inverso del rendimiento, 1/Yxs (-O-) en funcién de oy en cultivos superficiales de A. niger
a diferentes niveles de glucosa inicial, los simbolos -o- corresponden al inverso del espesor de la
biopelicula (h1). La notacién de los simbolos llenos y vacios es la descrita en la figura 10........... 51
Figura 12. Mddulo de longitudes, L/hC, en funcién del médulo de biomasa, C = YmaxSo/py, para
obtener el tamafio 6ptimo de particulas como soportes sélidos con diferentes geometrias: (---)
Radio de un soporte esférico; (- - -) Diametro de un cilindro y (—) Espesor de una placa. .......... 54
Tabla 2. Efecto de la concentracion de sustrato, So, en el rendimiento Yysen cultivos superficiales
de Aspergillus niger. oo se calculé como So/a, donde a es la relaciéon A/V del agar en la caja Petri.

El volumen de medio fue 30 mL y el rea de lacajade 63 CM2. ........cccceeoeiiiiiieiiiiee e, 60
Los datos con letras iguales en la misma columna no difieren significativamente (P<0.05, prueba de
UK Y ) 61

Figura 13. Evolucion del sustrato residual (o) en funcion de la produccién de la biomasa (4p0a) con
un valor op = 47.2 mg/cm? (a = 2.14/cm). Los datos con diversos simbolos corresponden a tres
experimentos independientes. La linea interrumpida corresponde al modelo o(t) = oo -A4pa(t)/Yap; Yap
= 0.066. Los ajustes individuales al modelo tuvieron R2 > 0.985 ...........ccccccvveeiiiiiie e e 62
Figura 14. Correlacion entre la proporcion estimada para la formacién de productos anaerobios Yxs
< Yo, en relacién al metabolismo aerobio (Yo = 0.5) y la condicién inicial, co. Los experimentos se
realizaron segun se indico en Materiales y Métodos. El valor de Yxs, se calculé por el ajuste de las
curvas a los modelos de la ecuacion logistica y de Pirt, segun se indica en el Apéndice. Por medio
de este ajuste se elimind el posible efecto del coeficiente de mantenimiento que, en casi todos los
CaSO0S, TUE AESPIECIADIE. ... e s e e e s e a e e e s e es 64
Figura 15. Valores para p*max y umax en cultivos superficiales de Aspergillus niger................... 65



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

diferentes NIVEIES e GIUCOSAL. ....ccoiuiiiiiiiiiee ittt et e e e abreeeeaae 66
Los datos con letras iguales en la misma columna no difieren significativamente (P<0.05, prueba de
I8 1 G, ) T PP PP PT PP PPPRPPPP 66
Tabla 4. Diametros promedio de las hifas, correspondientes a diferentes concentraciones de

o LU o0 1= VA SR 67

Figura 16. Comparacion de los flux de glucosa, considerando que no existen cambios
morfométricos (linea discontinua, dy constante), con los flux de glucosa con dy experimental (linea

continua). En ambos casos el flux se estimé con la ecuacién 5.5 (paAgina 37). ....ccccvveeeeeveiivvvnnnnn. 68
Figura 17. Flux de glucosa en cultivos superficiales de Aspergillus niger, estimados a partir  del
modelo de difusion simple (-0-) y el modelo fiSiolOgICO (-0-). .eovveeiiiieiiiiiiiee e 69

Figura 18. Comparacion entre los perfiles del flux de glucosa calculados con el modelo fisiol6gico y
el de difusion facilitada (-- o -- Baja afinidad, ---O — alta afinidad --A --Modelo fisiologico), las

constantes de los transportadores y lo calculos se realizaron como se indica en el texto............... 72
Figura 19. Permeabilidad aparente en cultivos de A. niger en caja Petri a diferentes
concentraciones de Sy Los célculos se realizaron de acuerdo a la ecuacion 5.11. .........cccccccveeeennee 74

Figura 20. Inverso del tiempo de recuperacion (1/T1) en caja Petri a diferentes concentraciones de
glucosa: (--o--) medio de cultivo con Gnicamente glucosa,(-- A--) medio de cultivo con glucosa y
sales minerales. La cantidad de sales minerales fue proporcional a la glucosa, como se describe

€N MALEAIES Y METOUOS. ...ooiiiiiieiiitiie ettt e et e e e st e e e e st b e e e e sabe e e e e snbbeeeesnbreeeeanes 76
Tabla 5. Efecto de la presion osmética y aw sobre T; en medios con diferentes concentraciones

de glucosay de tilen glCOL. ........oovii i 77
Figura 21. Relacion de 1/T; con la presion osmotica en medios con diferentes solutos................ 78

Figura 22. Pefiles axiales de intensidad de sefial en cultivos superficiales de Aspergillus niger, en
un medio con 50 gL-1 de glucosa ( la concentracion de sales es proporcional a la concentraciéon de
glucosa, tal como se describidé en materiales y ME&todos) .......ccvvvveeeiiiiiiiiiieice e 80
Figura 24. Perfil axial de intensidad de sefial en un cultivo de Aspergillus niger, en un medio con 50
gL-1(como se menciona en la seccién de materiales y métodos, la concentracién de sales es

proporcional a la cantidad de gIUCOSA). .........uuururuuiuiuiiiiiii s 82
Figura 25. Consumo de nitratos y glucosa en cultivos superficiales de Aspergillus niger, en un
MEdIio CON 50 L™ 8 GIUCOSA. ....uveiiiieeiiiieeitie ettt ettt et sttt e et e e st e e sneeesneeeeneeeeneeeennes 83

89



IX. BIBLIOGRAFIA.

Acuha-Argulelles M.E., Gutiérrez-Rojas M., Viniegra-Gonzalez G. y Favela-Torres E.
(1994). Effect of water activity on exo-pectinase production by Aspergillus

niger CH4 on solid state fermentation. Biotechnology Letters. 16:23-28.

Aguilar C.N., Augur C., Favela-Torres E. y Viniegra-Gonzalez G. (2001). Production
of tannase by Aspergillus niger Aa-20 in submerged and solid state
fermentations: influence of glucose and tannic acid. Journal of Industrial

Microbiology and Biotechnology. 26:296—302.

Bartnicki-Garcia S., Hergert F. y Gierz G. (1989). Computer simulation of fungal
morphogenesis and the mathematical basis for hyphal (tip) growth.

Protoplasma. 153:46-57.

Berka R.M., Kodama K.H. y Rey M.W. (1991). The Development of Aspergillus niger
var awamori as a host for the expression and secretion of heterologous

gene-products. Biochemical Society Transactions. 19:681-685.

Berka R.M., Schneider P. y Golightly E.J. (1997). Characterization of the gene
encoding and extracellular laccase of Mycelihthora thermophyla and
analysis of the recombinant enzyme express in Aspergillus oryzae. Applied

and Environment Microbiology. 63:3151-3157.

Burgstalller W. (1997). Transport of small ions and molecules through the plasma

membrane of filamentous fungi. Critical Reviews in Microbiology. 23: 1-46.

90



Camacho-Diaz B.H.C., Aparicio A.J., Chanona-Pérez J.J., Calderon-Dominguez G.,
Alamilla-Beltran L., Hernandez-Sanchez H. y Gutiérrez-Lopez G.F. (2010).
Morphological characterization of the growing front of Rhizopus oligosporus

in solid media. Journal Food Engineering. 101:309-317.

Diano A., Bekker-Jensen S., Dynesen J. y Nielsen J. (2006). Polyol synthesis in
Aspergillus niger: influence of oxygen availability, carbon and nitrogen

sources on the metabolism. Biotechnology and Bioengineering. 948:99-908.

Diaz-Godinez G. (2001). Comparacion de las produccion de enzimas exopectinasas
de Aspergillus niger obtenidas por fermentacion solida y sumergida. Tesis

de doctorado, Departamento de Biotecnologia UAM-I, México.

Farkas V. (1990). Fungal cell walls: their structure, biosynthesis and biotechnological

aspects. Acta Biotecnologica. 10: 225-238.

Favela-Torres E., Cérdova-Lépez J., Garcia-Rivero M. y Gutiérrez-Rojas M. (1998).
Kinetics of growth of Aspergillus niger during submerged, agar surface and

solid state fermentations. Process Biochemistry. 33:103-107.

Forment J., Flipphi M. y Ramén D. (2006). Identification of the mstE gene encoding
glucose-inducible, low affinity glucose transporter in Aspergillus niger.

Journal of Biology Chemistry. 282:8339-8346.

Gatto M., Muratori S. y Rinaldi S. (1988). A functional interpretation of the logistic

equation. Ecological Modelling. 42:155-159.

91



Gutiérrez-Rojas M., Cordova J., Auria R., Revah S. y Favela - Torres E. (1995). Citric
acid and polyols production by Aspergillus niger at high glucose
concentration in solid state fermentation on inert support. Biotechnology.

Letters. 17:219- 224.

Haacke E.M., Brown R.W., Thompson M.R. y Venkatsen R. (1999). Magnetic
Resonance Imaging, Physical Principles and Sequence Design, Wiley-Liss,

New York. pp.606-6010.

Heijnen J.J. y Roels J.A. (1981). A macroscopic model describing yield and
maintenance relationships in  aerobic fermentation processes.

Biotechnology and Bioengineering. 23:739-763.

Jorgensen T.R., Vankuyk P.A., Poulsen B.R., Ruijter G.J., Visser J. y lversen J.J.
(2007). Glucose uptake and growth of glucose-limited chemostat cultures of
Aspergillus niger and a disruptant lacking MstA, a high-affinity glucose

transporter. Microbiology. 153:1963-1973.

Juge N., Svensson V. y Williamson G. (1998). Secretion, purification, and
characterization of barley alpha amylase produced by heterologous gene
expression in Aspergiillus niger. Applied Microbiology and Biotechnology.

49: 385-392.

Kafert E. (1977). Antranilate synthetase enzyme complex and trifuntional TRPC,

gene of Aspergillus. Canadian Journal of Genetic Cytology. 19:723-738.

92



Larralde-Corona C.P., Loépez-lsunza F. y Viniegra-Gonzalez G. (1997).
Morphometric evaluation of the specific growth rate of Aspergillus niger
grown in agar plates at high glucose levels. Biotechnology and

Bioengineering. 56: 287-294.

Loera O. y Viniegra-Gonzalez G. (1998). Identification of growth phenotypes in
Aspergillus niger pectinase overproducing mutants using image analysis

procedures. Biotechnology Letters. 12:801-804.

Loera-Corral O., Aguirre J. y Viniegra-Gonzalez G. (1999). Pectinase production by
a diploid construct from two Aspergillus averproducing mutans, Enzyme in

Microbial Technology. 25: 103-108.

Lépez-Isunza F., Larralde-Corona C.P. y Viniegra-Gonzélez, G. (1997). Mass -
transfer and growth kinetics in filamentous fungi. Chemical Engineering

Science. 52: 2629-2639.

Mischak H., Kubicek C.P. y Réhr M. (1984). Citrate of glucose uptake in Aspergillus

niger. Biotechnology Letters. 6:425-30.

Maldonado M.C. y Strasser de Saad A.M. (1998). Production of pectinesterase and
polygalacturonase by Aspergillus niger in submerged and solid-state

systems. Journal of Industrial Microbiology and Blotechnology. 20:34-38.

Miller G.L. (1959). Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination of reducing

sugar. Analytical Chemistry. 31:426-428.

93



Mulder M.E.G. (1938). Sur influence du cuivre sur le croissance des

microorganismes. Annal Fermentations. IV: 513-533.

Nagel J.F., As V.H., Tramper J. y Rinzema A. (2002). Water and glucose gradients
in the substrate measured with NMR imaging during solid state fermentation

with Aspergillus oryzae. Biotechnology and Bioengineering. 79: 653-663.

Nopharatana M., Howes T. y Michell D. (1998). Modelling fungal growth on surfaces.

Biotechnology Techniques.12:313-318.

Nopharatana M., Mitcell D.A. y Howes T. (2003). Use of confocal scanning laser
microscopy to mesure the concentration of aerial and pentrative hyphae
during growth of Rhizopus oligosporus on a solid surface. Biotechnology

and Bioengineering. 84:71-77.

Olsson S. (1994). Uptake of glucose and phosphorous growing colonies of Fusarium
oxisporous as quantified by image analysis. Experimental Mycology. 18:33-

47

Onken U.y Liefke E. (1989). Effect of total and partial pressure (oxygen and carbon
dioxide) on aerobic microbial processes. Advances in Biochemical

Engineering and Biotechnology. 40:137-169.

Oostra J., Le comte E.P., van den Heuvel J.C., Tramper J. y Rinzema A. (2001).
Intra-particule oxygen diffusion limitation in solid-state fermentation.

Biotechnology and Bioengineering. 75:13-23.

94



Oriol E., Schettino B., Viniegra-Gonzalez G. y Raimbault M. (1988). Solid state
culture of Aspergillus niger on support. Journal of Fermentation Technology.

66:57-62.

Papagianni M. y Mattey M. (2004). Modeling the mechanisms of glucose transport
through the cell membrane of Aspergillus niger in sumerged citric acid

fermentation processes. Biochemical Engineering Journal. 20:7-12.

Pelczar, Jr. M. J., Chain, E. C. S., Krieg, N. R., "Microbiology, Concepts and

Applications", McGraw-Hill, 1999.

Perkins D. (1977). Detail for preparing silica stoks. Neurospora Newsletter. 24: 16-

17.

Pirt S.J. (1967). A kinetic study of the mode of growth of surface cultures of bacteria

and fungi. Microbiology. 47:181-197.

Pirt S.J. (1975). Principles of Microbe and Cell Cultivation, Blackwell Scientific

Publications, Cambridge.

Rajagopalan S. y Modak J.M. (1995). Modeling of heat and mass transfer for solid
state fermentation process en tray bioreactor. Bioprocess and Biosistems

Engineering. 3:161-169.

Rahardjo Y.S.P., Weber F.J., le comte P.E., Tramper J. y Rinzema A. (2001).

Contribution of aerial hyphae of Aspergillus oryzae to respiration in a model

95



solid-state fermentation system. Biotechnology and Bioengineering. 78:539-

544.

Rahardjo Y.S.P., Weber F.J., Haemers S., Tramper J. y Rinzema A. (2005). Aerial
mycelia of Aspergillus oryzae accelerate a-amylase production in a model
solid-state fermentation system. Enzyme and Microbial Technology. 36:

900-902.

Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater. (2005). American
Public Health Association, American Water Works Association, Water

Pollution Control Federation. 21ed.

Téllez-Jurado A., Arana-Cuenca A., Gonzalez Becerra A.E., Viniegra-Gonzéalez G.
y Loera O. (2006). Expression of a heterologous laccase by Aspergillus
niger cultured by solid-state and submerged fermentations. Enzyme and

Microbial Technology. 38:665-669.

Thibault J., Acufia-Leiva G., Pérez-Correa R., Jorquera H., Molin P. y Agosin E.
(2000). A hybrid representation approach for modelling complex dynamic

bioprocesses. Bioprocess Engineering. 22:547-556.

Torres N.V. (1994). Modeling approach to control of carbohydrate metabolism during
citric acid accumulation by Aspergillus niger 1. Model definition and stability

of the steady state. Biotechnology and Bioengineering. 44:104-111.

Torres N.V., Riol-Climas J.M., Wolschek M. y Kubicek C.P. (1996). Glucose

transport by Aspergillus niger: The low affinity carrier is only formed during
96



growth on high glucose concentrations. Applied Microbiology and

Biotechnology. 44:790-794.

VanKuyk P. A., Diderich J. A., MacCabe A. P., Hererro O., Ruijter G. J. G. y Visser
J. (2004). Aspergillus niger mstA encodes a high affinity sugar/H+ symporter
which is regulated in response to extracellular pH. Biochemistry Journal.

379:375-383.

Villena G.K. y Gutiérrez-Correa M. (2007). Morphological patterns of Aspergillus
niger biofiims and pellets related to lignocelluloty enzime productivities.

Letters Applied Microbiology. 45:231-237.

Volke-Sepulveda T.L., Gutiérrez-Rojas M. y Favela-Torres E. (2003).
Biodegradation of hexadecane in liquid and solid-state fermentations by

Aspergillus niger. Bioresource Technology. 87: 81-86.

Vigueras G., Arriaga S., Shirai K., Morales M. y Revah S. (2009). Hydrophobic
response of the fungus Rhinocladiella similis in the biofiltration with volatile
organic compounds with different polarity. Biotechnology Letters. 31: 1203-

1209.

Viniegra-Gonzélez G., Favela-Torres E., Aguilar C.N., Romero-Gémez S.J., Diaz-
Godinez G. y Augur C. (2003). Advantages of fungal enzyme production in
solid state over liquid fermentation systems. Biochemical Engineering

Journal. 13; 157-167.

97



Viniegra-Gonzalez G. y Favela-Torres E. (2006). Why does solid-state fermentation
seem to be resistant to catabolite repression?. Food Technology and

Biotechnology. 44:397-406.

Wayman F.M. y Mattey M. (2000). Simple diffusion is the primary mechanism for
glucose uptake during the production phase of the Aspergillus niger citric

acid process. Biotechnology and Bioengineering. 67:451-456.

Wiebe M.G., Robsosn G.D. y Trinci A.P.J. (1992). Evidence for the independent
regulation of hyphaeal extension and branch initiation in Fusarium

graminearun A3/5 . FEMS Microbiology Letters. 90: 179-184.

X. APENDICE

98


http://apps.isiknowledge.com/WoS/CIW.cgi?SID=V19EPN@3m8gGpEMIh51&Func=Abstract&doc=2/1
http://apps.isiknowledge.com/WoS/CIW.cgi?SID=V19EPN@3m8gGpEMIh51&Func=Abstract&doc=2/1

ARTICULO PUBLICADO

99



Revista Mexicana de Ingenieria Quimica

Vol. 11, No. 3 (2012) XXX-XXX

THE EFFECT OF THE RATIO BETWEEN SUBSTRATE CONCENTRATION AND
SPECIFIC AREA OF THE SUPPORT ON THE BIOMASS YIELD OF FUNGAL
SURFACE CULTURES

EFECTO DE LA PROPORCION ENTRE LA CONCENTRACION DEL SUSTRATO Y
EL AREA ESPECIFICA DEL SOPORTE SOBRE EL RENDIMIENTO DE CULTIVOS
FUNGICOS SUPERFICIALES

E. Ortega-Sénchez', O. Loera® and G. Viniegra-Gonzdlez**

' Universidad Politécnica de Tlaxcala, Departamento de Biotecnologia, Av. Universidad Politécnica #1, Col. San
Pedro Xalcaltzinco 90180, Tlaxcala, Tlax. Mexico.
*Universidad Auténoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa, Departamento de Biotecnologia, Av. San Rafael
Atlixeo # 186, Col. Vicenting 09340, México, D.F. Mexico.

Received 24 of July 2012; Accepted 10 of September 2012

Abstract

A parameter, oy = Soar! {g(:|n'33. is defined. Where, 5. {gcm'3} is the initial substrate concentration and « is the specific area
of the solid support. This parameter helps comparing the biomass yields, Yy, 5. of fungical superficial cultures either with a fixed
& value and variable o or with fixed « and variable 5. A. niger cultures followed the logistic equation with maximal surface
density g4 (gcm?). Final average thickness, h. was measured by image analysis. The values of /i, followed a saturation function
of o (R? = 0.965) with extrapolated value hyax =~ 0.4 cm. But the volumetric density py = ;;_4_4,«!1" was nearly constant py =
0.046 + 0.005 (gcm'JJ. The regression };E = }',5' +oge ' (RY = 0.95) in the range, 5.9 mgcm'3 < orp < 62.8 m,r_y::n'f2 indicated,
¥, = 0.5, as the maximal biomass yield, and & = p, Jiy . = 0.02 gem ™2, as a measurement of the biosy nthetic efficiency. This
approach could be useful for the normalization and comparison of screening tests of fungal surface cultures with a variety of
solid supports and culture conditions. For example, cultures with different 5 values but, similar yield coefficient ¥y 5.

Keywords: fungal surface cultures, mass balance, specific area, biomass yield, Aspergilius niger.

Resumen

Se define, oy = Spo! (gem ). Donde, Sp.(gcm™) es la concentracién inicial del sustrato y o, (cm!) es el drea especifica del
soporte s6lido. Dicho parametro ayuda a comparar los rendimientos de la biomasa, ¥y g, de cultivos fiingicos superficiales, sea
con un nivel fijo S, y diversos valores de «, o con un valor fijo de «, y diversos valores de 5. Las curvas de crecimiento fueron
seguidas por la ecuacion logistica con una densidad superficial maxima p,,, (gem—2). Su espesor final, i, se midi6 por andlisis de
imdgenes que siguieron una funcidn de saturacién en o (R* = 0.965) con un valor extrapolado hyay =~ 0.4 cm. Pero, la densidad
volumétrica, py = p_;,_;.,«h" fue casi constante py = 0.046 x 0.005 (gcm'}_l. La regresion If';l,.'_.,- = Yﬁ' + m-,e:" (."?2 =0.95)en el
intervalo, 5.9 mgcm'2 < oy < 62.8 mgcm'z, indico, ¥ = 0.5,y & = py hygax =0.02 gcnl‘z_ ambos como medida de la eficiencia
bio-sintética. Este enfoque puede ser Gtil para normalizar ¥y comparar ensayos de seleccion de cepas fiingicas en diversos tipos
de soportes v condiciones de cultivo. Por ejemplo, diferentes valores de 5, pero similares valores de Yy)s5.

Palabras clave: cultivos flingicos superficiales, balance de materia. drea especifica, rendimiento de la biomasa,
Aspergillus niger.
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1 Introduction

Fungal surface cultures on agar plates have been used
for more than a century as laboratory models of the
growth of filamentous fungi, and, could be seen as
simplified models of Solid State Fermentations (SSF).
For example, without the problems of inter particle
diffusion barriers that affect SSF systems. However,
cultures of Aspergillus niger grown on packed beds
of small Amberlite beads imbibed with sugar broths
showed higher biomass yields than similar cultures
on agar plates (Favela-Torres et al.. 1998) when the
comparison was made on terms of the initial substrate
concentration. But, an important difference between
those systems was the specific area, o (Area/Volume,
ratio), of the solid support, with a value @ =~ 2 cm™!
for agar plates and @ ~ 100 cm™' for small Amberlite
beads, estimated from data published by Auria et
al.  (1990). Furthermore, Rahardjo er al. (2005)
found that the yield of a-amylase and total oxygen
consumption, per gram of initial substrate, of cultures
of A. oryzae grown on round flat cakes of wheat
grains, was proportional to the specific area of those
cakes. However, to the best of our knowledge, there
are no quantitative accounts about the combined effect
of substrate concentration and specific area of the
solid support on the biomass yield of fungal surface
cultures.

Thus, this work is related to the effect of the
ratio! oy = Sye!. on biomass yield (Yy;5) where
S (gem™) is the bulk substrate concentration, and
(cm™!) is the specific area of the solid support. This
definition helps to explore the effects of changing the
specific area, a, on ¥y, 5 having a fixed value of S, as
compared to the effect of changing §,, with a fixed
a value. The purpose of this study is to show that
o is an important parameter affecting fungal biomass
yield. This goal is achieved by showing that surface
A. niger cultures follow a linear regression model
between the measured values of Yg;s (g of substrate
consumed/g biomass produced) with respect to .
Also, the correlation between final superficial biomass
production g,y (gem™2) and the measured thickness of
the fungal layer. h, tries to test whether the estimated
volumetric density, calculated as, py = pan - B',
is constant for different values of 0. Such results
would be helpful to define the constraints of A. niger
layers with different thicknesses as a result of using
different og values. All those results seem useful for
the rational design of fungal surface cultures that are
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'The ratio g = Sgo~! can be defined as the initial amount of substrate
A, of the surface culture of the same solid support. This comes from the usual definition @ = A/V.

commonly utilized in mass screening procedures for
strain selection.

2  Materials and methods

2.1 Microorganism

The Aspergilus niger strain C28eco3-13 used in this
study was previously reported by Téllez-Jurado er al.
(2006) and is a laccase transformant derived from a
wild strain studied by Antier er al. (1993). It belongs
to the UAM (Universidad Auténoma Metropolitana)
fungal collection. Such strain was propagated in
Potato Dextrose Agar (PDA) at 30°C and the spores
were preserved in vials with silica gel. For the present
experiments, a few grains of silica gel were spread
onto the surface of 25 mL of PDA medium within 9 cm
diameter Petri dishes, followed by incubation at 30°C
until black spores were formed (usually at 5 days). The
resulting spores were harvested by pouring 100 mL of
a sterile Tween-80 0.5% (v/v) solution into the dish
and gently stirring the agar surface with a magnetic bar
for 5 min. The resulting spore suspension was poured
into a sterile Erlenmeyer flask. Spore concentrations
were measured with a Neubauer chamber.

2.2 Medium composition

The culture medium was similar to one reported
by Kafert (1977), but the only carbon source
was glucose labeled as So (gL~'). The salt
composition was proportional to Sy = 100: (gL'}
NaNO, (15), KCl (5.2). KH,PO,4 (8.1), K;HPO,
(10.4), MgS0:-7H20 (5.2). FeS047H20 (0.052),
EDTA (0.5), ZnSO47H;O0 (0.22), HiBOs (0.11),
MnCly-4H;O0 (0.05), CoCl,. 6H,0 (0.016),
CuS0,-5H,0 (0.016), (NH.)s Mo,0,-4H,0 (0.11).
The. C/ N, ratio was maintained at a constant level
(16 gC/ gN). The initial pH value of the medium
was adjusted to 6.5 and 1.5% agar was used in all
experiments.

2.3 Experimental units

The experimental units were 9 cm Petri dishes (A =
63.62 cm?) with different volumes of culture medium
(see Table 1). Inoculation was performed with 1 mL
containing 107 spores and scattered evenly over the
surface (lawn pattern). Dishes were stored in a stove
at 30°C for different periods of time.

. @ = 84V, within a solid support with volume, V', divided by the area,
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13

Ortega-Sdnchez et al./ Revista Mexicana de Ingenieria Quimica Vol. 11, No. 3 (2012) XXX-XXX

Table 1. Specific growth rates (u), average volumetric density (py = payh™') and
degree of glucose utilization (f) of Aspergillus niger grown on agar plates with
indicated g, Sp and «, values.

EJCP No. 0 SD [ 4 M v f
(gem™®) (gem™) (em™h) (™ (mgem™) (%)

| 0.0059  0.0125 212 0.107x0.002° 0.039 97+1.6
2 0.0118  0.0250 212 0.125+0.031° 0.049 98+0.2
3 0.0157  0.1000 6.36  0.098x0.0097 0.054 08+0.9
4 0.0236  0.0500 2,12 0.082+0.003° 0.051 93+0.8
5 0.0394  0.1000 254 0.127x0.007° 0.047 08+0.9
6 0.0472  0.1000 2,12 0.090x0.041° 0.043 99+0.5
7 0.0629  0.1000 1.59  0.102+0.008° 0.044 88+7.9

Average 0.104+0.017  0.046=x0.005 96+3.8

Specific growth rates () were estimated from equation (1), the values of pay, h and f, were
measured as it is indicated in Materials and Methods (see also Fig. 1). Rows with the same
superscript do not differ significantly (Tukey comparison test, p < 0.05). All experiments in
Petri dishes with surface area A = 63.617 cm?®. The value of specific area, o = A/ V ratio.

2.4 Experimental design

The experiments were performed with different values
of oy, obtained in two different ways: a) Changing
Sg (gem=) = 0.0125, 0.025, 0.050 and 0.100, with a
fixed agar volume V = 30 mL (@ = 2.12, cm~ ') orb)
changing V (mL) = 10, 25 and 40, (@ = 6.36, 2.54,
1.59, em™') with a fixed Sg = 0.100. gcm™>. This
experimental design is shown in Table 1 numbering
the rows with increasing values of o = Spa .

2.5 Analysis

The dry weight of the biomass was measured after
melting the agar medium. The biomass, together with
the agar, was introduced into a baker containing 200
mL of acidified water with HCI (pH 3), which was
placed in a microwave oven (Panasonic NV-950B)
at level 9 for 2 minutes. The resulting liquid was
then filtered through a tared Millipore filter membrane
(nominal pore size 0.45 wm). washing through the
filter with distilled water and placing it at 60°C until
a constant weight was obtained. The total amounts
of biomass, X. per agar plate were determined by
the dry weight difference. and were expressed as
average surface densities py ( gcm‘z). Growth curves
were obtained using triplicate values of pa at eight
regular intervals over approximately 96 hours. The
experimental values were followed by the logistic
equation (1) and the asymptotic values (for t — oo)
were calculated as, pay.
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where, C = (pay — po)/po is an integration constant
and the parameters pay, po, and g can be estimated
from the least value of the sum of squared residuals
between the experimental data and the calculated
data points. Calculations were performed with the
program Solver (Marquardt algorithm) of an Excel
spread sheet.

Residual glucose present in the filtrate was
measured by the DNS method (Miller, 1959). The
thicknesses, h (cm), of fungal layers were measured
at the end of each run (p, = p,y). Vertical random
sections of such layers were made with a conventional
scalpel. Every section was observed under a
microscope (OLYMPUS KP-D51/D50) adapted with
a camera (OLYMPUSKP-D51/D30). Illumination
source was the halogen bulb of the microscope
(6V/30W) with intensity 4 in a scale from 0 to
7. Measurements were performed using commercial
image analysis software (Image J, USA): the images
were displayed as a gray images having 512x512
pixels, the thickness of interest was selected manually
and measured with a predetermined software function
(analyze and measure). For each experiment, 100
independent measurements were made in three
separate Petri dishes.
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2.6 Statistical analysis

Analysis of variance and multiple average Tukey’s
comparison tests were performed, with a level of
statistical significance p < 0.05. The Minitab 15.0
(Pennsylvania, USA) statistical software was used.

3 Results

Table 1 shows that the average degree of substrate
depletion was f = 096 £ .04 and the average
specific growth rate was, g = 0.10 = 0.02 h-1,
both without statistical significance (p > 0.05) with
respect to changes in op. Hence biomass production
was measured when practically all the substrate was
utilized by the fungal mat and with growth rates
comparatively similar in all the experiments. The
yield coefficient, ¥x;5, was calculated from the mass
balance (Yy;5 V 5y = Apaar) as follows:

(2)

It is worth noticing that all quantities on the second
term of Eq. (2) are experimental values measured as
indicated above. If py = paynh!, is the average
volumetric density of the mycelium, A, is the thickness
of the mycelium mat and recalling the definition oy =
Sga!, the following relationship follows:

(3

Figure | shows the trends of experimental values of,
h and pap. vs. cp. Both dispersions of experimental
data are quite similar to each other. The dispersion of
thickness, h, was followed very closely (R? = 0.965)
by the hyperbolic Eq. (4)

hmaxoro

"= Kn+ oo “
where, fimax = 0.386 cm, is the extrapolated value for
very large o and K, = 0.0431 gem? is the o value
when i = hy,,/2. Table 1 shows that the estimated
average of quotient payh~! was py = 0.048 + 0.004
gem™ with low correlation with respect to oo (R* =
0.046). Also, the dispersion of experimental values of
Pap can be followed by Eq. (4) multiplied by a fixed
value of, py = 0.049 gcm™ (see Fig. 1). This supports
the model where the final value, py, is approximately
constant for all experiments and the main source
of biomass increase, with respect to oy, is related
to the thickness of the fungal mat. The published
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discrepancies with this model will be discussed in the
following section.

Substitution of Eq. (4) into Eq. (3) leads, after
some rearrangement and assuming that f =~ 1, to

1 1
Yxys T Yo £

T

(3

where, the physiological interpretation of parameters,
¥o (maximal yield for small op) and & = pufima
(maximal biomass surface density for large o), are
derived in the Appendix A and commented in the
Discussion. The calculated values, corresponding to
Fig. 2 were, Yp =0.50; £ = 0.0149gcm2; R? = 0.950.
Therefore, there is consistency between, the saturation
model given by Eq. (4) and the empirical biomass
yield equation (5), supporting a simple model where A.
niger grows with approximately constant volumetric
density, pv, having a maximal thickness, hmar. It is
worth noticing that the maximal yield ¥y = 0.5 with
glucose, is limited by the thermodynamic efficiency of
biosynthesis (Heijnen and Roels, 1981).

12 4 r3
R
- r a2
E E
2 £
- =
a4 Fa
[ T o
o 1o 20 30 a0 50 1] T0
o, (mgem®)
Fig. 1. Correlations between surface density (paps.

circles) and bio-film thickness (A, squares) in relation
to surface availability (o) of Aspergillus niger grown
as lawn culture in 9 cm Petri dishes. Open symbols
correspond to Sp = (gcm—s) 0.0125, 0.025, 0.050,
0.100 and & = 2.12 cm™!. Closed symbols correspond
to Sp = 0.100 gcm™> and @ (em™!) = 1.59, 2.54 and
6.36. Continuous curve was drawn as the least square
fit of the saturation equation (4) of & as a function of
og. Interrupted line was drawn as the product of values
estimated by equation (4) multiplied by py = 0.049

gom

4 Discussion

As indicated at the Introduction, Rahardjo et al.
(2005) studied the effect of changing the value of o
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of flat rounded cakes made of wheat grains, on the
pattern of total oxygen consumption and a-amylase
production by R. oligosporus. They found a linear
correlation of such variables in the range from o =
Il cm™! to @ = 1229 cm™!. This is indirect evidence
that ¥y,5 is proportional to «, as indicated by the mass
balance in equation (2) because R. oligosporus, should
hydrolyze starch in order to grow on wheat grains
and most of oxygen consumption is also linked to the
growth process. Present results show in a more precise
way how, o and S, affect ¥xy5. This can be done
combining eqs. (4) and (5) to become Eq. (6)

Yoe
E+Y|}O'|)

Yas = (©)
From Egq. (6) it can be derived that for very low
o (Yooo << £), biomass yield will be maximal
(¥Yxys — Yp). But for large oy (Yoop = £), biomass
yield will be a decreasing function of o (¥x;5 =
sog'). Appendix A shows the final mass balance of
substrate uptake based on the rates of biosynthesis
(i) and maintenance (m). The combination of such
balance with the logistic equation of growth, produces
two yield factors, a maximal biomass yield, ¥p., and
another term proportional to the ratio, m/u. This ratio
seems to be an indication of how much substrate was
used by non-productive metabolism. For example,
when the ratio, m/u, is small, the yield coefficient is
Yo. This helps to interpret the physiological meaning
of £ as the productivity of the surface culture that is
large when the ratio, m/u is small. The parameter £
has the dimensions of biomass surface density since,
according to Appendix A, £ = pyfiarax. is the maximal
biomass production on the surface of the solid support.

Our calculations yielded, £ = 0.033 gem™2 from
biomass yield data published by Favela-Torres et al.
(1998), obtained on agar plates with a wild strain of A.
niger. This result shows that our mutant strain was
two times less productive (¢ = 0.015 gem™2) when
cultured on agar plates than the wild strain studied
by them. However, the maximal yield values were
quite similar (¥y ~ 0.5) for both sets of data. Again,
our calculations from previous data (Favela-Torres et
al., 1998) obtained in columns packed with small
beads of Amberlite, we obtained, £ = 0.009 gcm—z.
This is a smaller value than the aforementioned
values of & obtained on agar plates. It should be
noted that the range of initial substrate concentration,
So. was quite similar in all those experiments (0.01
gem™> < S5 < 0.45 gem™?) but the values for o
of Amberlite columns were quite different because of
large difference in the specific area, since the specific

EEE B

£

area of agar plates is small (e ~ 1 cm~!) as compared
to the large value of Amberlite beads (@ ~ 100 cm™!)
with diameter close to 0.06 cm. Such comparisons
help to conclude that, a) The maximum yield, ¥p, of
A. niger, seems to concur with the usual biomass yield
of aerobic microbial cultures when using glucose as
the main source or carbon (Heijnen and Roels, 1981)
and, b). The value of & depends both on the fungal
strain (wild type vs, mutant) and the culture medium
(Petri dish vs. Amberlite beads). The importance of
such comparison is that yield values should not be
compared in terms of bulk substrate concentrations,
S, but on the basis of parameter oy = Sga~!. In
other words, to compare the yield of different fungal
strains, grown on different kinds of solid supports, it is
necessary to normalize such comparisons with similar
oo values. Otherwise the importance of £ will not be
appreciated.

The constancy of the volumetric density, py, of
Aspergillus niger found in this work is somewhat
different to the reports of Nopharatana er al. (2003)
and Camacho-Diaz et al. (2010) with surface cultures
of Rhizopus oligosporus. They found a decreasing
function of volumetric density, pv. on the thickness,
h, in lawn cultures (Nopharatana et al., 2003) or on
the radius of circular colonies (Camacho-Diaz erf al.,
2010). In the present work the variation of py was
found to be small for different values of h in the
range, 0.05 cm < h < 0.22 cm. One explanation for
those differences could be a sharper upper boundary
in Aspergillus niger as compared to a loose defined
boundary of the fungal mat of Rhizopus oligosporus.

8 -

6 .Q"Q

‘,“
- a - o""a
b—i ---
cerD
5 -
U T T T T 1
o 20 40 60 80

G (mgem™)

Fig. 2. Correlation between YE}S (estimated as o-ap;')
vs. 0. Data points indicated as (O). The linear
equation, indicated as interrupted line, was defined as,
YE}S = Yal+o'c.s—'. Estimated parameters: ¥ = 0.50,
£ =0.0149 gcm—2, R? = 0.950.
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Oxygen

— = Aerobic layer
=> Anaerobic layer

Glucose

Fig. 3. Diagram of a fungal layer growing on top of
an agar plate. Oxygen diffuses downwards (from the
air into the mycelium) and glucose moves upwards
(from the agar to the top of the fungal layer). Oxygen
penetration depth is smaller than the total depth, A, of
the mycelium. Axial coordinate, z, is taken from the
air interface (z = 0) to the agar surface (z = h).

This point requires further analysis. For example,
it seems worth looking in future work, at biomass
density distributions of different fungal species grown
on solid surfaces.

Hill (1929) and Pirt (1966, 1967) proposed the
concept of oxygen penetration depth, here labeled as
he, for different kinds of biomass surface cultures.
Measurements of i done by Rahardjo et al. (2002)
with microelectrodes inserted in the fungal mat of
Aspergillus oryvzae. reported he = 0.0082 cm, and
he = 0.0060 cm for Rhizopus oligosporus, reported
by Oostra er al. (2001). Those results indicate
that biomass with depth higher than h- is deprived
from oxygen. Oxygen limitation of Aspergilius
niger was found related to polyol production and
reduction of Yy,5 to values close to 0.25 (Diano
et al., 2006). This phenomenon has been studied
in solid-state fermentations by Gutiérrez-Rojas er al.
(1995) and Ruitjer er al. (2004). Also, Olsson
and Jennings (1991) described the phenomenon of
substrate translocation in fungal cultures. Hence, thick
layers of A. niger, seem to be made of an uppermost
and thin aerobic layer (h < hc) with ¥Yy/s = 0.5 and
a deep anaerobic layer (h = hg) with lower Yy5.
producing secondary metabolites and trans-locating
the excess substrate from the agar plate to the top
aerobic layer (Fig. 3). The optimal value oy = 0.001
gem~2 can be estimated using Eq. (3) when, f =~ 1;
H = 0.0l cm; Yy;5 = 0.5, and py = 0.05 gem™.
For example, most recipes for microbial cultures
recommend Sp = 0.01 gem™?, and the corresponding
optimal specific area would be @ = 10 cm~'. That is,
an agar plate of height 0.1 cm (see Appendix B). This
means that cultures using thicker agar plates could

402

403

a0s

405

408

407
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434

have a mixture of aerobic and anaerobic metabolism.

Appendix B provides a way to estimate the optimal
characteristic length A for different shapes of solid
support, plates (4 = H). cylinders (1 = R) or
spheres (1 = R). Such calculations help to choose
the geometry and size of particles supporting the
growth of thin fungal layers having maximal biomass
yield for a given substrate concentration, Sp. and
physiological conditions (Yo, ke, and pv values). This
result could be important for the design of screening
procedures requiring a specific kind of metabolism. In
example, the use of very thin agar plates for aerobic
metabolism and thick plates for different mixtures
of aerobic and anaerobic metabolism. Furthermore,
hypertonic syrups (8§ = 0.1 gcn1‘3). require small
solid particles with @ values higher than 100 cm™!
in order to maximize biomass yields. For example.
spherical particles with diameter smaller than d =0.06
cm. Therefore, the proper selection of oy seems to be
an important parameter to orient biomass yield (and
fungal metabolism) of surface cultures.

Conclusions

Mass balance of surface fungal cultures is a direct way
to study how the biomass yield. Yy, is affected by
the combined effect of specific area. « (cm™'). of the
support and the bulk initial substrate concentration.
Sy (gem™), using the composite parameter, oy =
Sopa~!. Measurements of the final surface density.
OAM {gcm‘z} and the final thickness, h (cm), with
changes of S¢ or «, independent from each other, led
to the conclusion that the estimated volumetric density,
pv = pay ! was nearly constant for all studied values
of op whereas the thickness, h. was hyperbolic on
op.  This supports that fungal mats of Aspergifius
niger grow mainly at the expense of the thickness.
h, which is bounded to a maximal value, /.
Linear correlation between }’f;]s and o, indicated
that fungal surface cultures have a maximal biomass
yield, Yy;s = ¥, when the parameter, o, is very
low. This linear correlation has a slope. 1/&. where.
£ is the maximal productivity of the fungal culture.
Maximal biomass yield is obtained with fungal layers
thinner than the reported oxygen penetration depth
(he = 0.01 cm). Conversely. when oy is large
(large amounts of substrate available per unit area)
fungal mats will be thicker than the oxygen penetration
depth. That is, thicker than 0.01 cm and according
the experimental results of Qostra et al. (2001) and
Rahardjo et al. (2002) implying that the cells below
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oxygen penetration depth will be anoxic. The fact
that biomass reaches a maximal density (o < 0.05
gcm~) could be taken as an indication of a constraint
between the porosity of the fungal mat, higher than
75%. and the rate of oxygen consumption. Namely,
for lower porosities (higher densities), oxygen transfer
rate will be lower than oxygen demand. A practical
consequence of this analysis is the importance of
the combined parameter o = Sga—! aifecting the
biomass yield, ¥y;5. in a reproducible way. This
parameter seems important for the optimization of
strains, under normalized conditions, using fungal
surface cultures.

Nomenclature

A area of the agar plate (cm?)

Ag surface area of the solid support (cm?)

[ oxygen concentration (mg cm—)

D diffusion coefficient (cm?” s—!)

H height of the agar plate (cm)

h thickness of the fungal layer (cm)

ey maximal thickness of the fungal layer {cm) for
very large o

he oxygen penetration depth in the fungal layer
(cm)

K saturation constant, o value to reach fyq, /2
(gem~2)

L length of cylindrical particles (cm)

M = YoSo/me  relative  biomass  wield
(dimensionless)

m maintenance coefficient (gS gX~! h™!)

o = 8oVs initial amount of substrate within the

solid support (g)
qs specific metabolic rate ( g0, gX~ ! 571

R radius of spherical or cylindrical particles (cm)
So initial substrate concentration (g cm™)

t time (s or h)

Vg support volume {cm™)

volume occupied by the fungal layer (cm?)
X total amount of biomass (g)
Yo maximal biomass yield ( gX gS‘l)
Yys  biomass yield (gX gS™!)
z depth within the fungal layer (cm)
Greek letters
A/V specific area of the solid support
(em™')
& = pvhimax efficiency factor (g cm™2)
A relative thickness (hi¢c /L, dimensionless)
A characteristic length of solid supports {cm)
u  specific growth rate (h=")

¥ =

452

453

454

455

458

4ET

463

453

460

462

4E3

464

465

468

4ET

463

463

473

24 biomass surface density (g cm~2)

Pfan maximal biomass surface density (g cm—2)

oy dry mass volumetric biomass density (g cm™)

20 initial biomass surface density (g cm=2)

o quotient So/a (g em™)
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Appendix A

Mathematical model of mold growth on
solid surfaces
It is assumed that a mycelial fungus grows over a solid

surface with area. A, producing quantity, X (grams in
dry basis) according to the logistic equation, as follows

dx
dr

X

o X (A1)

.11‘1—

Where, g (h™'), is the initial rate of growth when,
0 < X = Xy. and Xy is the maximal biomass
quantity to be produced on that solid surface. The
limiting substrate, i.e. the carbon source, is distributed
evenly within the solid support with volume, V. at
initial concentration, §y. Hence the initial amount of
substrate is Qo = SoV. The rate of substrate uptake is
given by the following expression.

dQ

I dx
— s+ mX

dr Y, dt (A-2)

where, Y, is the maximal yield (g of X per g of
§) and m (g §/gX*h), is the maintenance coeflicient.
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Combining Eqs. (A.1) and (A.2) and after integration.
the following expression is obtained
X - X X
o, HAp
Yo m

1 — Xo/ Xy
1 — X/ X

(Qo— Q)= In ‘ ‘ (A.3)

After some rearrangement, assuming that, X = X <
Xy, and defining, ¢ = X /Xy, it is possible to estimate
the decrease of the substrate, —AQ = Oy — Q. as
follows

X  mX I
—AQ=_+ My

- (A4)
Yo u -4

After a very long period of time, ¢ — 1, X — Xy, and
Q—0

X
Qc.:sqb Mo

(A.5)
Yo It

mX,

Man 1
1 —d

Assuming, ¢ = 0.99996, an approximate estimate of

‘Yf,rls = Qo/Xpy. is obtained

1
- —+102 (A6
¥o u

1 1 m“l 1

_+_1 -
Yo u |1-0.99996

Yxs

Equation (A6) shows that the inverse of the apparent
yield, }’;35 , increases with the ratio, m/u, which is an
indication of how much substrate was used to make
other products different from biomass. When the ratio.

m/ e is very small, the yield is maximal (¥Yy,5 — ¥y)
The experimental evidence shows that the inverse
vyield is proportional to o, according to Eq. (A7) that
can be compared to Eq. (A6)
| |

= — 4+ — (AT
¥xrs Yo £

Therefore, 1/&, is an index of the efficiency of biomass
production because it is proportional to the ratio, m/ .
Furthermore, if the volumetric biomass density, oy, is
almost constant, the total amount of biomass over the
surface is given by

X =Apay =Apvh (ALB)
Where, h. is the average thickness of the fungal
layer distributed with final average surface density,
pan. Again, experimental evidence shows that Eq. (4)
holds, and for the sake of clarity is repeated as

h= hmaxﬂ-ﬂ

= A9
K + oy ( )

When o = K, the thickness reaches its maximal
value i = hpa. and from Eq. (3) and assuming

Bo7

[l

6]

a22

623

824

825

B35

827

623

829

B30

831

832

B33

B34

B35

B35

B3I7

B33

633

G40

841

642

843

complete substrate utilization (f = 1), Eq. (A.10) is

obtained
1 oy

Y
¥x/s v Popax

From Eq. (A.7) for large values of og. Eq. (A.11) is
obtained

(A.10)

| Ty

s~ s (A.11)
Hence, comparing eqgs. (A 10) and (A11), the following
identification is obtained. £ = pyviyay. Therefore. the
parameter £ is the maximal amount of biomass per unit
area. For example, a mutant strain that is diverting
most of the substrate to collateral products will be
less productive than a wild type that has evolved to be
highly productive with little diversion of the substrate
in collateral products. Also. a column of packed bed
particles could have more hindrance for the growth of
the fungal layer than an open surface of a Petri dish.
This is analyzed in the Discussion.

Appendix B

Optimal size of supports for solid state
fermentarion

Fungal cultures growing on the surface of solid
support will have optimal dimensions when the initial
amount of the substrate, (o, is just enough to support
a fungal layer that is fully oxygenated. In order to
calculate the size of the solid support it is necessary to
make an analysis of mass transfer of oxygen through
the fungal mat. This should consider the fact that there
are two inter-phases. a) A lower inter-phase with the
solid support where the nutritive liquor is embedded
and b) An upper inter-phase with air from which
oxygen diffuses in a passive way following the Fick's
law as follows. The mass resulting mass balance is
given in (B1) and is illustrated in Fig. 3.

a*C
az?

Where, z = 0., corresponds to the aerial inter-phase.
and z = h, corresponds to the inter-phase with the solid
substrate. The steady-state solution of Eq. (B1) yields
the following equation

o _
o

—gspv (B.1)

2

ac
E:D_}C:C{)I_E (B.2)
This equation is consistent with the boundary

condition, € = Cy, for z = 0, and also with C = 0,
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for z = he. as indicated by Hill (1929) and Pirt {1966,
1967). The value of iz = 0.006 cm has been reported
by Oostra er al. (2001) for Rhizopus oligosporus,
and he = 0.0082 cm by Rahardjo er al. (2002) for
Aspergillus oryzae. Thus, if B > he. oxygen will
be practically absent (anaerobic layer) as suggested in
Fig. 3.

If pv is the average volumetric density, the
following mass balance holds

M’Vx = };xl,usst]v_g {B})

Where, Vy is the volume of the fungal layer and Vy
is the volume of the solid support. An important
restriction on fungal growth is to assume that the
amount of initial substrate, Oy = §,V5., is just enough
to support the growth of an aerobic fungal layer with
uniform thickness hc and ¥x;s = Yp. Therefore, the
optimal ratio, Vy/Vs. can be derived from Eq. (B3)
yielding

Y _ Todo (B.4)
Vs v

Restrictions for a flat solid support of fungal
cultures

Assuming that the solid support is a slab (agar plate),
with area, A, and height H, (Vs = AH) and recalling
that the final surface fungal density is pyy = prvhic. the
following relation holds

YoSo

he
S (B.5)
H £v

Defining, A = hic/H and M = YpSo/pv, the following
equation is obtained

A=M (B.6)

This simple equation indicates that the optimal height,
Hgpe. of the solid support is proportional to the product
of the oxygen penetration depth, fic. times the ratio
between the average biomass density over the optimal
yield as shown by

Hop: = he (B.7)

oy
YoSo

For example, for a fungal culture, with ii- = 0.01 cm,
supplied with initial glucose concentration, §4 = 0.01
gScm‘3, maximal yield, ¥p = 0.5 gX/gS. and biomass
density, pv = 0.05 gXcm ™, the optimal height of the
agar plate will be H,, = 0.1 cm. For cultures with
H = H,,. the apparent yield will be lower than ¥,
because part of the biomass will be anaerobic. This
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calculation can have implications for the design of
culture media with different values of biomass yields,
but with the same initial substrate concentrations, by
choosing different heights of the agar plate.

Restrictions for solid supports of fungal
cultures with cylindrical and spherical
geomeitries

The fungal layer can be considered as a shell with
external radius. R + fic. and with internal radius. R.
length, L, and volume, Vy = (47/3)[(R + hC)* — R*]L.
Also, the solid support has a volume Vs = (4/3)IRL.
Hence, the mass balance Eq. (B3) leads to

pe|(R + he) — R?| = YxsSo0R (B.8)

Solving for, A = he/R, as a function of M, the
following equation is obtained.

A=(M+ D" —1 (B.9)

In a similar fashion, the mass balance of Eq. (B3)
yields Eq. (B8) for solid support particles with
spherical geometry.

A=(M+ D" (B.10)

The corresponding optimal radius, Rgp ., for cylindrical
or spherical particles are given by egs. (B.9) and
(B.10), respectively

hc

Rov = Gr D=1 (B.11)
he

Rov = Gr D=1 (B.12)

For example, for a fungal culture grown on the surface
of small spherical particles, with i- = 0.01 cm.
supplied with initial glucose concentration, 5§, = 0.1
gScm‘J. maximal yield. ¥o = 0.5 gX/gS. and biomass
density, py = 0.05 gXcm~>3, the optimal particle
radius will be R,, = 0.038 cm. This calculation
indicates that fungal cultures with hypertonic syrups
can have maximal biomass yield if they grow on
small solid particles embedded with the hypertonic
broth. It is worth noticing that reported values of
oxygen penetration depths (he < 0.01 cm) and
measured biomass density gy = 0.05 gcm‘3, give an
approximate superficial density. pay = 0.005 gcm‘z,
which is lower than the parameter & = 0.009 gcm >
discussed in Appendix A and calculated from data
published by Favela-Torres et al. (1998).
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En México, D.F., se presentaron a las 18:00 horas del dia
11 del mes de diciembre del afio 2012 en la Unidad
Iztapalapa de 1la Universidad Autdénoma Metropolitana, los
suscritos miembros del jurado:

DR. ENRIQUE GALINDO FENTANES
DR. SAUL TLECUITL BERISTAIN
DR. CRISTOBAL NOE AGUILAR
DR. OCTAVIO LOERA CORRAL

Bajo la Presidencia del primero y con caracter de
Secretario el Gltimo, se reunieron a la presentacién de la
Disertacién Pablica cuya denominacién aparece al margen,
para la obtencién del grado de:

DOCTOR EN BIOTECNOLOGIA

DE: ERIC ORTEGA SANCHEZ

y de acuerdo con el articulo 78 fraccién IV del Reglamento
de Estudios Superiores de la Universidad Autdénoma
Metropolitana, los miembros del jurado resolvieron:

Ap(c\ca/

Acto continuo, el presidente del jurado comunicd al
interesado el resultado de 1la evaluacién y, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
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