
UAIIVffS/DAD A U M A  4f lNPW" 

IZTAPALAPA 
CIENCIAS BIOLOGICAS Y DE LA SALUD 
DEPARTAMENTO DE BIOTECNOLOGIA 

T E S I S 
PRESENTADA EN LA UNlVERSl DAD AUTONOMA  METROPOLITANA 

MAESTRO EN BIOTECNOLOGIA 
UNlDAD  IZTAPALAPA  PARA OBTENER EL GRADO DE 

POR 

JESUS ANTONIO~ORDOVA LOPEZ 
ING. BlOQUlMlCO INDUSTRIAL 

FAVELA TORRES E R N E S ~ ~  PRESIDENTE 
GUTIERREZ ROJAS MARIANO SECRETARIO 
AGUILAR  OSORIO JOSE GUlLLERMO DE JESUS VOCAL 
GALINDO  FENTANES  ENRIQUE VOCAL 



P - 
S 

I 

5 RESUMEN 
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Los estudios cin6ticos de Aspergillus  niger por  Fermentación  en Estado Sólido 
(FES) quieren el empleo de soportes modelo  impregnados  con  medios  de  cultivo 
definidos  para  evitar  la  complejidad  estructural y nutritiva del sustrato  sólido. El soporte 
empleado  en este  trabajo  fue la amberlita I R A - 9 0 0 ,  una  resina de intercambio  aniónico  a  la 
que  se le aplicó una  solución  de  sulfatos y fosfatos  para minimizar su  capacidad 
intercambiadora,  de  tal  manera  que  cuando  se  adicion6 un medio  de  cultivo  no  adsorbió 
aniones esenciales para el  metabolismo  fúngico. La necesidad  de  este  tratamiento  se 
justificó al comparar el  comportamiento  que A. niger mostr6  en  una FES con  resina no 
tratada  y  tratada. En el caso de una  resina sin tratamiento, el consumo  de  glucosa  es 
limitado  por la disponibilidad  de aniones en  solución y el pH al que inicia la fermentación 
es muy  alto (6.8) e  inadecuado  para el crecimiento.  Por  el  contrario,  en  una FES con  resina 
tratada,  el  consumo  de  glucosa  procede  dpidamente y el pH al que  inicia el cultivo (4.5) es 
apropiado. 

Al aumentar la  concentración  inicial  de  glucosa  de 50 a 400 g/ l ,  las  fases  de 
adaptación  de A. niger no  fueron  afectadas  y  las  velocidades  especificas  de  crecimiento 
disminuyeron  ligeramente de 0.35 a 0.2 h-1. Los parhetros de  esta  inhibición  por  sustrato 
fueron: Ki de 259 g  de glucod y pmax de 0.4 h-l. Conforme la  concentración  de  glucosa 
aument6, el rendimiento  en la formación  de  biomasa  por  glucosa  consumida (Yds) 
disminuyó  progresivamente  desde 0.73 a 0.13, usando  este  comportamiento  como  una 
medida  del  desacoplamiento  metab6lico. 

Como  consecuencia  en el aumento de la  concentración  inicial de glucosa 
(disminución  en  la  actividad de agua (Aw) de 0.954 a 0.907). Aspergillus  niger sintetizó 
eriml y glicerol.  Estos  polioles  fueron  identificados  como  osmorreguladores  en FES, de 
los  cuales el principal  osmorregulador  fue  el  eritrol.  Por su parte, el glicerol  s610 se produjo 
a las concentraciones  iniciales  de  glucosa de 300 y 400 g / l ,  lo que  sugiri6  que  es  el 
osmorregulador  empleado  en condiciones osmóticas  extremas (Aw < 0.92). Ademb, el 
glicerol actuó como regulador  en la acumulación de hido citric0 con caractensticas 
similares a  las  presentadas  en  cultivo liquido, encontrando  que  cuando la biosíntesis  de 
glicerol ocurre, la producción  de ácido cítrico se detiene y viceversa;  resultando  evidente  la 
influencia  que ejerce el uno sobre la sintesis  del otro. 

A 300 gA de  glucosa,  se  obtuvo un msximo en  esporulación  de 1.4 lo9 esporas/g 
resina seca, que  podría  relacionarse  con  la  elevada  producción y productividad  de  ácido 
cítrico (85 g / l ,  1.21 g/(l*h))  superiores  a  las  reportadas  en  cul€ivo  lfquido. Este sistema de 
F E 3  se  propone  para  la  producción  de  dcido cítrico, realizando  algunas  modificaciones  en 
el medio de  cultivo. 
Palabras clave: Aspergillus niger, metabolismo,  fermentaci6n en estado  s6lido.  soporte 
modelo.  resina de intercambio ibnico, parsimetros  cin(ticos,  osmorregulaci6n,  solutos 
compatibles  y hido cítrico. 
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1 INTRODUCCION 

Las fermentaciones  en  estado  s6lido (FES) han sido  empleadas desde la 
antiguedad en el  composteo,  ensilado  y alimentos fetmcntados (Aidm y col.,  1982). Sin 
embargo,  con el descubEimiento de la penicilina y el desarrollo de su proceso de 
obtenci6n  en  fermentaci6n  sumergida @m), la FES fue remplazBda  por la FSm. La 
preferencia de trabajar con las FSm se debe a  la  facilidad en el  control  del  proceso  y  en 
los pn>cedimientos analit6cOs; de esta  forma,  la  potencialidad de la PES no se han 
desarroliado con  la misma intensidad. 

Recientemente han aparecido  numerosas  publicaciones  (revisadas  por  Mudgett, 
1986  y  Pandey, 1992), donde  puede  constatarse  el  nuevo  inter&  que  la F E 3  despierta 
en  la comunidad  científica,  pudiendo  comprobarse  en algunas de ellas,  los  elevados 
rendimientos,  producciones y productividades  (comparados  con  la  FSm)  de  productos 
comercialmente  atractivos  (Soccol, 1 9 9 2 ;  Solis  y  col.,  1993). 

La dificultad para nealizar estudios  Msicos  en FBS se debe  a  la  heterogeneidad 
del  sistema  y  a  la  complejidad esmctural y  nutricional de los  sustratos  s6lidos (Knapp y 
Howell,  1980). Estas son  las  causas por  las  que se recurren al  empleo de soportes 
modelo, los  cuales se impregnan con  medios de cultivo qufmicamente  definidos, 
permitiendo adem& realkarse comparaciones nu% cercanas  con  las  FSm  (donde se 
acumula  la  mayor  parte de la  informaci6n  científica)  y  mostrar  las  ventajas que pudiera 
tener en algunos  procesos  sobre  la  FSm. 

Cabe señalar  que otro de los problemas  principales  a  los  que se enfrenta  la FES, 
se refiere  a  la cuantificacih de biomasa.  Cuando  los hongos y  levaduras c m n  sobre 
un sustrato  s6lid0,  son  capaces  de  secretar  polisacslridos  que  les  aseguraú su adhesih . 

(Corpe,  1980).  de tal manera  que  se  establece  una vhculo íntimo entre el  s6lido y el 
microorganismo,  siendo  diffcil  su  separaci6n, y por consiguiente  su  cuantificación. 

El microorganismo seledionado para estos  estudios  fue Aspergillus niger por ser 
ampliamente utilizado en FES (en la producci6n de kidos orgainicos (Lockwood, 1973), 
enzimas  y  protefna  (Pandey,  1992)). A pesar de sus  numerosas  aplicaciones,  son pocos 
los  estudios  cinkticos  reportados  que  brinden  infor1naci6n  descriptiva  del  proceso  que 
puedan  ser  aplicados  a  su  control  y  optimiZaci6n  (Raimbault  y Alazard, 1980;  Oriol y 
col.,  1988). En este  contexto,  el  presente  trabajo ofrece una  contribuci6n. 

M soporte  modelo  que se empled  en  este  trabajo es la Amhrlita IRA-900 (Auria 
y col.,  1990). Sin embargo,  por  ser una resina  de  intercambio  ani6nic0,  fue  necesario 
someterla  a  un  tratamiento  a  base de  contraiones  para minimizar su  capacidad 
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intercambiadora  y  evitar  la  adsorci6n  de  aniones  del medio de  cultivo. 

El inter& de estudiar  concentraciones  elevadas  de  glucosa  radica  en  aprovechar 
la virtud  de la FES y en  obtener  productos m& concentrados.  Sin  embargoccuando 
Aspergillus  niger crece en  medios con  elevada  concentración de solutos,  se  somete  a un 
est&  osm6tico y como  respuesta  biosintetiza  osmorreguladures  (Blomberg y Adler, 
1992) que  a  pesar  de causar las minimas inhibiciones  enzimaticas (Brown, 1978), son 
capaces  de  desviar el matabolismo  giga y Mattey,  1986a,  1986b,  1988; k g i h  y 
Kidric,  1989). En este  trabajo,  se  estudiaron algunos aspectos  en la regulaci6n 
metab6lica del  hongo,  relacionados  con la osmorregulaci6n y su  vinculaci6n  con  la 
producci6n de Acid0 cítrico. 

P 

El objetivo  general  de.  la  presente  tesis  fue  estudiar  el  efecto  de la concentración 
de glucosa  en  el  crecimiento y la producción  de hido cítrico en Aspergillus  niger por 
FES. 

La hip6tesis en que  se fundament6 el  presente  trabajo  consisti6  en  que  cuando un 
cultivo  crece a concentraciones  bajas  de  glucosa,  la mayor parte del  consumo  del  azúcar 
se dirige  para la formaCi6n de biomasa; mientras que  a  concentraciones  elevadas,  el 
principal  consumo se orienta  hacia la formaci6n  de  otros  productos  distintos  a  la 
biomasa. 

La primera  parte  de  este  trabajo  consisti6  en  la  propuesta  de un tratamiento 
aplicado  a la resina para minimizar su capacidad  de  intercambio  i6nico;  posteriormente, 
se  evalu6 y se justified la  necesidad del tratamiento, por la  influencia  que ejerci6 sobre 
el crecimiento  de Aspergillus niger. 

En la segunda parte se realizaron fermentaciones en estado  s6lid0,  empleando 
como soporte a la Amklita IRA-900. Se estudi6 el efecto de la  concentraci6n  de 
glucosa  en  el  crecimiento  de Aspergillus  niger con un medio  de  cultivo limitado en 
nitr6geno y se analiz6 la biosíntesis de osmorreguladores y su posible  vinculación  con  la 
producci6n de &ido citric0 como respuesta ante el incremento  de la concentración de 
glucosa. 
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2 REVISION BIBLIOGRAFICA 

La revisión  bibliogdfica  est&  dividida en cuatro  subcapitulos,  en los que se 
presenta un panorama global  de los aspectos te6ricos  relacionados  con los  procesos de 
fermentaci6n  en  estado dlido (FES). La primera parte esth  enfocada  a los conceptos 
generales de la FES. En segundo ttnnino se aborda el tema de soportes para FES, 

haciendo  hincapié  en  los soportes modelo  como  herramientas  en el  estudio  básico  del 
metabolismo. El tercer  punto trata sobre el tipo de  crecimiento  de los hongos. 
Finalmente, se tratan las rutas metabólicas, haciendo énfasis en los puntos claves de 
regulacibn  para  la  producci6n  de  polioles y &ido  cítrico  como  respuesta ante un 
potencial osm6tico reducido. 

2.1 FERMENTACION  EN ESTADO SOLIDO. 

LA fermentaci6n  en  estado d i d o  m) puede  definirse como aquella  en  la  que 
los  microorganismos  crecen  sobre  la  superficie de un sustrato dlido (F'andey,  1992). El 
sustrato contiene agua que se encuentra  retenida  en  su matriz porosa que permite que 
las funciones  vitales  del microorganismo se realicen. La humedad del s6lido depende de 
su  capacidad  de  retenci6n de liquido  y  no puede excederse de un limite dximo sin que 
éSta drene. 

Antiguamente, la FES era empleada  principalmente  en países orientales para la . 
elaboraci6n de alimentos  fermentados,  en  la  maduraci6n de quesos,  en el ensilaje y en el 
composteo (Moo-Young  y col., 1983).  Con el  advenimiento  de la segunda guerra 
mundial ,  se encontr6 al cultivo  sumergido como una  atractiva  alternativa  para  la 
pmducción  de  antibi6ticos por la  facilidad  en  el  control del  proceso.  Desde  entonces, la 
mayor  parte de los  estudios bhicos han sido enfocados hacia  el  cultivo  sumergida. 
Recientemente  la FES ha vuelto a tomar  auge,  en  el  tratamiento  de residuos  s6lidos. en 
la producci6n icidos  orghicos (Moo-Young y col., 1983),  enzimas  (Mudgett,  1986; 
Pandey, 1992) proteina y pbi6ticos para  la  alimentación  animal  (Moo-Youg y col., 
1992). 



6 

2.13 Ventajas y dtsventqjas 

Las ventajas  y  desventajas  atribuidas  a  la FES en  relaciiin al cultivo  sumergido, 
citadas por Hesseltine (1972), Mudgett (1986) y Shankaranand y col. (1992)  se enlistan 
a continuación: 

VENTAJAS: 
i) No se requieren condiciones  estrictas de esterilidad,  ya  que la baja  humedad  de  los 
sustratos  s6lidos  reduce el problema de conta1niaaci6n. 
ii) Se  obtienen  productos m& concentrados,  pudiendo  emplearse  bioneactores  con 
volhuines de  operaci6n  relativamente pequciios. 
iii) El sustrato sólido puede! emplearse  como se encuentra  en la naturaleza adiciodndole 
agua o bien,  complementado  con  algún  nurriente. 
iv) Las condiciones  de  crecimiento para los hongos en FES son mb similares a  las 
encontradas  en su Mbitat  natural,  donde se encuentran  normalmente  adheridos al 
material s6lido. 
v) Los rendimientos  en  el  producto  pueden  ser  mucho más altos  que  los  logrados  en 
cultivos  liquidos. 
vi) La aireaci6n es facilitada  por  los  espacios  interpatdcula. 
vii) En  la  interfase  entre sustrato,  microorganismo y fase  gaseosa  se dan condiciones 
muy  favorables  que  parmiten  alcanzar  velocidades  de  crecimiento  superiores  a las 
logradas  en cultivo  sumergido, a h  a  elevadas  concentraciones de sustrato. 
viii) Los productos de la fermentaci6n  pueden  extraerse fkil e  inmediatamente por 
adici6n directa de  solventes o bien  mantenerse  en  refrigeraci6n  para su posterior 
extracci6n. 
ix) Los subproductos se pueden  incorporar  directamente a la  alimentaci6n animal. 

x) Los requerimientos de energfa  suelen  ser  reducidos. 
Xi) AI utiliuuse bajas cantidades de agua, se generan pocos efluentes  contaminantes. 

DESVENTAJAS: 
i) Las fermentaciones  con  agitaci6n  continua o de  rotaci6n  pueden  requerir  un  alto 
consumo  de  potencia. 
ii) Cuando se precisa adicionar agua en  las etapas  tempranas de la fermentación, puede 
ser causa de contaminaci6n  bacteriana. 
iii) La concentraci6n  de esporas en  el  in6culo es elevada. 
iv) Los sustratos  agricolas  requieren  de al& pretratamiento. 
v) Se necesita un desarrollo  tecnol6gico  considerable  para  que un proceso sea factible 
de escalarse. 
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vi) Suelen  presentarse  problemas  en  la  transferencia de calor  y masa , que  conducen  al 
establecimiento de gradientes de temperatura,  humedad,  pH,  sustratos,  aireaci6n,  etc. 
vii) Las variables  fisicoqufmicas  son  dificiles de controlar. 
viü) La biomasa  microbiana es dificilmente  cuantificada  por  estar  enlazada  al  sustrato 
s6lido. 

2.13 Mic- y srrstrrrtos 

En las FES, los microorganismos  pueden  ser clasificados en dos grupos 
dependiendo de su origen.  En el primer grupo se considera  a  la flora nativa del sustrato 
(ensilado  y  composteo)  y  en  el  segundo,  a  los  cultivos  axénicos  y  a  los  cultivos mixtos 
(procesos conmlados para  la  obtenci6n de un producto deseado) (Moo-Young  y col, 
1983). 

Puesto  que la mayoxía de l a s  bacterias  requieren para su proliferaci6n de altos 
niveles de humedad, las FES pueden  excluir o d u c k  en  gran medida el  problema de la 
con taminaci6n bacteriana. De tal forma  que  en  las FE!3 se provee un ambiente selectivo 
de  baja humedad que  favorece  el  &ento de hongos  filamentosos a h  a  altas 
concentraciones de nutrientes (Mucor, Rhizopus, Aspergillus y Penicillium, 
principalmente) (Tengdy, 1985).  Siendo el género Aspergillus, ampliamente  utilizado 
en  la  producci6n de Bcidos organicos (gdico. chico, fumsrico,  gluc6nico  y  oxhlico) 
(Lockwood, 1973)  y  algunas e&-iiñG(ciTdis%,ZiiilTáá, glucoamilanas, pectinasas, p- 
glucosidasa  y proteasas)  (Pandey,  1992). 

"- 

Un  sustrato dlido adecuadamente humectado debe  tener  en  su  superficie una 
pelfcula de agua  que  facilite  la difusi6n de nutrientes  hacia el microorganismo. AdemBs, 
los  canales  entre  particulas  no  deben  contener  agua para permitir la  aireaci6n  del 
sistema  y  facilitar  el  crecimiento  del micmrganismo. 

La mayoría de los  sustratos  organicos d idos  disponibles en  la  naturaleza  son 
polimeros (polisacsiridos, proteinas y ligninas) que  noRnalmente  son capaces  de 
satisfacer  las  necesidades  nutriciondes de los  hongos;  aunque es común  agregarles 
algún  complemento. A los sustratos amil&eos y  lignocelul6sicos,  frecuentemente es 
necesario  practicarles un pretratamiento a fin de  facilitar su  degradaci6n. Los sustratos 
(hentes de  carbono  y  unergía)  que  han  sido  empleados  en FES son:  residuos de 
remolacha,  pl6tan0, mah, yuca, bagazo de caña,  pulpa de caf6, chcara cítrica,  salvado 
de trigo, arroz y soya (Pandey,  1992). 

Las FES han sido  clasificadas de acuerdo a l a s  características  nutricionales d e l  
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sustrato (Ralph, 1976), donde: 
1) El d i d o  es la principal  fuente  de  nutrientes. 
2) El &lido es nuaicionalmente  inerte,  como  en  el caso de soportes impregnados con 
nutrientes. 

22 EMPLEO DE LOS SOPORTES EN FES. 

El crecimiento de micmrganismos, su consumo  de  sustratos y formacih de 
productos  en  cultivos  sumergidos  pueden ser detenfinados con  relativa facilidad. Sin 
embargo, en FES los datos de crecimiento de hongos  son dificiles de obtener  debido  a 
la  complejidad  en la naturaleza  nutricional y estructural  del sustrato, a  la heterogeneidad 
del  sistema  y a la dificultad para estimar la biomasa.  Dificultades similares se han 
encontrado  al  intentar  modelar los efectos  de la  transferencia de calor y masa. 

Por tanto, es de vital importancia emplear un soporte modelo,  en el que se puedan 
adicionar medios definidos con m o n d d o s  que faciliten  el estudio del  metabolismo 
y se puedan realizar camparaciones m8s cercanas entre las fermentaciones en estado 
sólido (m) y cultivo sumergido, considedo que  en este ÚItitno proceso se ha 
recopilado  la  mayoría  de la informaci6n  básica. 

2.2.1 CIurcteristicas del soporte mod&. 

Las características  deseadas  que  debería  cumplir un soporte modelo  irnpRgnado 
con  una  soluci6n nukitin son: 
i) No debe  existir degdaci6n microbiana  de la matriz del  soporte,  conservando su 
geomehfa durante un proceso fementativo. 
ii) No deben contener inhibidores del crecimieoto microbiano que pudieran incorporarse 
al medio ya sea por  liberacibn directa o por reacción con otros componentes  de  la 
soluci6n  nutritiva  adicionada. 
iii) Deben  ser  rígidos y con  espacios  interparticula  constantes  que permitan la  aireaci6n 
del  sistema  soporte-microorganismo. 
iv) Deben tener una alta retenci6n de agua para lograr la actividad  de  agua  necesaria 
para el  crecimiento  microbiano. 
VI No deben  presentar  interferencias  con  las t¿cnicas analfticas. 
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2.2.2 Ejemplos de FES empleando soportes. 

Oriol y col. (1988) emplearon  como  soporte al bagazo  de  caña  y  como 
microorganismo  a A. niger en FES, estudiando el efecto de la actividad  de  agua,  la 
cantidad  de  esporas  inoculadas y el tamaño de  partkula  del  soporte  sobre  el 
crecimiento.  Realizaron  cinbticas  de  producción  de  biomasa  en funci6n de la 
concentración  inicial  de  glucosa,  encontrando  que la biomasa final y la fase  de 
adaptaci6n  aumentaban  conforme se  elevaba la concentración  inicial  de  glucosa; 
excepto para la 6 1 t h  concentración  estudiada (41.7%) en la que  la  biomasa 
aparentemente  decayó y la  fase  de  adaptaci6n  se  incremento  aún  m&. Los autores  no 
identificaron  el  origen  de  este  efecto y sugieren se  oriente m& investigaci6n al respecto. 

Soccol(1992) realizó comparaciones  entre  fermentaciones  en  s6lido  y  en  líquido, 
empleando  bagazo  de  caña  como  soporte  con  una  cepa  de Rhizopus como 
microorganismo  productor  de kid0  lktico, encontrando  que: i) la  concentraci6n óptima 
de  glucosa para la producción  de  &ido  láctico en el medio  líquido  es  de 120 g / l ,  en 
tanto  que  en s6lido  es  de 180 g / l ;  ii) la producci6n milxima de  Acid0  16ctico  en  líquido  es 
de 94 g / l ,  contra 137 g/l m s6lido; iii) la productividad  de  Acid0 lktico en  líquido es de 
1.38 @*l  y  en  sólido es de 1.43 g h l ;  iv)  el  rendimiento  de  la  fermentación es de 77% 
en ambos casos. Los resultados de Soccol muestran  que la FES ofrece  ventajas  con 
respecto  a la fermentaci6n  en  liquido  para la  producci6n de kid0 láctico. 

Auria y col. (1 990) emplearon  a la amberlita IRA-900 como un soporte  modelo 
en FES con A. niger. En este  trabajo,  se  encontró un bajo rendimiento  en la producción 
de  biomasa  a partir del  sustrato  consumido y una correlaci6n entre la caída de presión  y 
la producción  de  biomasa Los autores  recomiendan  el  uso  de  este  soporte  (previo 
tratamiento) y se5alan sus siguientes  caracterfsticas para ser  considerado  como un 
soporte modelo:  inerte,  sin  cargas  durante  la  fermentaci6n,  crecimiento  .superficial, 
biomasa  fAcilmente  removible, fonna esférica y densidad  de  empaque  homogénea. 

Estudios realizados  en  este  laboratorio  (datos  no  publicados),  utilizando  bagazo 
de caiia  como  soporte y A. niger como inkulo, han sugerido un desacoplamiento 
metab6lico a altas concentraciones  de  sacarosa,  en  el  que  la  biomasa  y Co;! producidos 
no justifican el elevado  consumo  de  sacarosa (90%) en un lapso  de 24 h. Fueron 
detectadas  cafdas U t i c a s  del pH (de 4.5 a 1.5) y no se  encontró  &ido  cítrico  como 
producto. 
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2.3 CRECIMlENTO FUNGICO. 

. El crecimiento  de  hongos  filamentosos  en FES es diferente  al  patr6n  seguido  en 
cultivo  sumergido (Moo Young y col., 1983). En cultivo sumergido, el crecimiento  tiene 
lugar  a partir de fragmentos  de  micelio  consecuencia de un sistema  agitado.  Mientras 
que,  en  cultivo  s6lido  el  crecimiento  fúngico es apical y tiene  su  origen  desde la 
superficie d e l  &lido. Sin embargo,  en ambos tipos de cultivos  (excepto  cuando  en 
cultivo  líquido  se  forman pellets) se distinguen cuatro etapas  del  crecimiento;  a  saber, 
fase de  adaptaci6n,  fase  exponencial, fase estacionaria y fase de  muerte.  Cuando el 
hongo crece en  diferentes  concentraciones  iniciales  de  sustrato,  suele  presentar UM 

curva  dpica  de  la  relaci6n de Monod. 

Los hongos tienen una adaptabilidad  significativa  a  nutrientes y condiciones 
ambientales  que  les  permiten  colonizar  sus  sustratos. La caracterfstica de los hongos 
filamentosos  que  les  permite crecer en sustratos  sólidos es referida  a  su  largo  cuerpo 
tubular que envuelve  a la paaicula s6lida, haciendo contacto con la pelicula  superficial 
de  lfquido  que  cubre  al  sustrato,  disponiendo  de  nutrientes y de agua. Ademh. debido  a 
que su crecimiento  es  apical  (Trinci, Wl), sus  puntas  pueden penetrar por pros y 
grietas del &lido para proveerse  de  nutrientes. MBs aun,  los  hongos  pueden secretar 
enzimas por la  zona  apical  del  micelio  que degradan polímeros, como  sucede  con 
Aspergillus niger en la seaeci6n de glucoamilasa  (Wosten y col, 1991). 

El mimlio del  hongo  puede  ramificarse  invadiendo la  superficie  del  suspato.  Este 
mecanismo de ramificaci6n  parece  estar  influenciado por las  concentraciones  de  AMP y 
GMP cíclico (Robson y col., 1991), deduciéndose  que a una alta concentraci6n de 
glucosa, los niveles  de ATP son altos, mientras que  los  niveles de AMP permamxen 
bajos, por tanto, puede hablarse de una alta ramificación;  esto  puede  observarse  en  los 
estudios de Trinci  (1971)  con Aspergillus niddans. Con esta  ramificaci6n  se  llega  a 
formar una red que limita el  crecimiento,  llegando  a  cubrir ~610 alrededor del 10 al 15% 
de  los  espacios  vacíos  interparticula  al hnalizar el cultivo  en  la mayoría de las FES 
Oukevics y col.  1985). Este reducido  espacio  intcrpadcula  contribuye 'a la  baja 
concentraci6n de biomasa  en la FES. 
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23.2 Crecimiento balsaceado 

Los requisitos para lograr un crecimiento  balanceado  (incremento  en  la  biomasa 
con  velocidades  constantes  de  consumo de nutrientes)  en un cultivo  son (F'irt, 1975a): 
in6culo  viable,  fuente  de  energfa,  todos los nutrientes  necesarios,  no  contener 
inhibidores y condiciones  fisicoquimicas  adecuadas.  Adem&,  para  que  la  ley  de 
crecimiento  exponencid sea válida se deben  mantener  las  condiciones  ambientales y la 
constituci6n  de  la  biomasa  constantes. 

El crecimiento  balanceado es exponencial y así continúa  hasta  que algún nutriente 
se  agota o aparece un inhibidor. Si se garantiza  que el  oxlgeno no  limite  al  crecimiento 
fúngico, se pueden tener las siguientes  situaciones (Bull y Bushell, 1976): 
a)  Con el agotamiento de fosfato y magnesio,  el  metafosfato  end6geno  se  utiliza y el 
crecimiento  continúa  con  una  velocidad  lineal  hasta el agotamiento  de  C o N (fase de 
transici6n). 
b) Al agotarse el nitr6geno. el crecimiento  se  detiene  pero la síntesis de lípidos y 
carbohidratos  continúa  (fase  de  almacenamiento). 
c) Cuando  toda la  fuente  de  carbono y energía  es  consumida en un medio agotado  en N, 
conduce  a  una  fase  de  mantenimiento  durante  la  cual  los  lípidos  end6genos  son 
metabolizados y en su eventual  agotamiento  empieza la  autólisis  (fase  terminal). 

2 3 3  Formaci6n de productos y energh de  mantenimiento 

Durante las  fases de crecimiento  microbiano,  frecuentemente  se  biosintetizan 
productos  inherentes  a  cada  cepa y a las  condiciones  nutricionales y ambientales  en  que 
se cultivan. 

En un crecimiento  balanceado,  normalmente el metabolismo se regula para 
producir  los  metabolitos  esenciales  (unidades  de las estructuras  celulares:  amin&idos, 
nucle6sidos, azúcares, &idos grasos etc.)  estrictamente  necesarios  para la 
supervivencia y reproduai6n  del  microorganismo. 

Sin embargo,  en un crecimiento  desbalanceado y/o en  condiciones  ambientales 
lejanas  a  las  6ptimas  para  el  crecimiento  ann6nic0, pueden ocurrir desviaciones  en las 
rutas metab6licas  e  iniciarse  la  biosintesis de metabolitos  no esenciales.  Por  ejemplo, en 
A. niger la biosintesis  de  glicerol  puede  ser  influenciada  por  una  fuerte  aireaci6n y una 
temperatura  baja (25 "C)  (Visser, 1991);  y la  acumulación  de hido citric0 es  estimulada 
por las  concentraciones  elevadas  de  azúcares,  la  fuente  de  nitr6geno y su  concentración, 
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la  concentraci6n de fosfatos, los elementos traza (F&,C&, í@+, Mn2+ y Mg2+),  el 
pH, etc. 

Adem&,  el  metabolismo  celular  se  regula  para  generar  la  energia  necesaria  no 
s610  para  su  crecimiento,  sino para su  mantenimiento.  Cuando  el  microorganismo  es 
sometido a un estds osm6tic0, es capaz de: sintetizar solutos  compatibles para su 
osmorregulaci6n  (ver  2.5.,1),  cambiar  la  composici6n de su membrana  celular  para 
mantener en  su  interior a  los  solutos compatibles y reparar  estructuras dañadas durante 
un choque  osm6tico. 

2.4 METABOLISMO DE CARBOHIDRATOS 

El metabolismo  de  hongos en FES es  objeto de las mismas leyes  bioquimicas  que 
rigen a los cultivos  sumergidos.  Actualmente,  el  estudio  del  metabolismo  de 
carbohidratos  en Aspergillw niger se ha orientado  hacia tres Areas (Visser,  1991): 

i)  El p a p e l  que desempeñan  los polioles  en  el  metabolismo  del  hongo. 
ii)  Regulacih de la biosíntesis de glucosa  oxidasa. 
iii)  Estructura y funci6n de genes  glicolíticos  que  codifican para el control de 

enzimas  en  glic6lisis  y  su  uso  potencial  para  influenciar  el  metabolismo 
primario. 

En el  presente  trabajo, se a b o M  el  primer  punto,  orientsindolo  hacia  los 
fen6menos de  osmorregulaci6n y su vinculaci6n  con la acumulaci6n  de kid0 cítrico;  ya 
que la osmomgulaci6n es un mecanismo que  el micrwrganismo emplead para 
contrarrestar los efectos  osm6ticos de las elevadas  concentraciones de glucosa que 
s e h  usadas en las FES; y ademhs, Aspergillus niger es el  principal  microorganismo 
productor de hcido  cítrico  (Marison,  1988b). 

2.4.1 k~rregulrrei6n 

El crecimiento de  mimoorganismos requiere! de estar  en  contacto  con una 
soluci6n, en  la interfase líquido-s6lido o liquido-gas, o en la superficie  de  geles, porque 
deben obtener sus nuttientes  directamente de una soluci6n. La concentraci6n de solutos 
en la soluci6n determina la disponibilidad de agua para el  microorganismo;  de tal forma, 
que la fue- osm6tica es uno de los parhetms ffsicos que  influye  en  el crecimiento 
microbian0 en un habitat dado. La capacidad  de los microorganismos para adaptarse a 
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las  fluctuaciones osmóticas del  entorno  es  vital  para  su  supervivencia. Estos 
mecanismos  de  adaptación se dan por  regulación  de  solutos  intracelulares,  proceso 
denominado  osmorregulaci6n (Csonka, 1989). 

2.4.1.1 Potencial de turgor 

Normalmente,  la  concentraci6n  en  solutos  intracelulares  es  mayor  que la 
concentraci6n  externa  en  el medio de  cultivo, lo que  influencia la difusión  de  moléculas 
de  agua al  interior  de  las  cblulas.  Esta  difusi6n  provoca un aumento  de la presión 
ejercida  por la membrana citoplasdtica hacia la pared  celular;  esta  presi6n  se 
denomina  presi6n  de  turgor (Csonka, 1989). 

Las paredes  celulares  no  son  completamente xígidas y la presi6n de turgor es 
propuesta  para  proveer  la  fuerza mechica para la  expansi6n  de  las paredes celulares 
durante el  crecimiento  (Blomberg y Adler, 1992). En relación  a  esta  idea,  la  captura o 
biosintesis  de  osmorreguladores  causa un incremento  en la  osmolaridad  del  citoplasma, 
la cual  es  acompañada  por  la  entrada  de  agua  a  las dlulas, proveyendo  la  presión  de 
turgor  necesaria  para  expander  las  paredes  celulares.  Sería  posible  que  los  procesos  que 
regulan el  balance  osm6tico  de  los  microorganismos sean centrales  para los procesos  de 
crecimiento  celular. El modelo  de  crecimiento para hongos  propuesto  por  Trinci  (197 l), 
implica  la  expansi611  continua  de  las puntas miceliales,  dejando  espacios  abiertos  que 
son  llenados  por  precursores  de  pared,  sintetizados  en  lugares  de  la  hifa  donde  no  hay 
un crecimiento  activo. 

En la  ausencia  de un ajuste  osmótico,  cuando  las dluh son  expuestas a 
osmolaridades  externas altas, el agua  intracelular  tiende  a salir, la presi6n  de  turgor 
disminuye, el volumen  celular  disminuye y la concentraci6n  de  solutos  intracelulares 
aumenta.  Puesto  que las altas concentraciones  de  algunas  moléculas  intracelulares 
pueden ser  inhibitonas para los  procesos  metab6licos  (inhibici6n  de  enzimas), la 
alteraci6n  pasiva  del volrpmen celular no es  adecuada para adaptarse  a  cambios  en la 
osmolaridad  del  ambiente,  por  lo  que el hongo utiliza mecanismos  alternativos. 
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Los solutos  compatibles  son  aquellos  empleados por el  microorganismo  para 
osmomgular  su  citoplasma  con  el medio ambiente,  que  pueden ser  biosintetizados o 
bien,  capturados del medio (si  existen  en  él) y que  causan  el mínimo efecto  inhibitorio 
en las actividades enzimáticas del microorganismo  (Brown,  1978). Los solutos 
compatibles, adem& de  funcionar como osmomguladores, puedem jugar un pap1 
importante en hongos  como  reserva de fuentes  de  carbono y energfa y como 
compuestos  de traslocwi6n  (Blomberg y Adler,  1992). Los principales  solutos 
compatibles  (polioles)  que han sido  identificados  en A. niger son : glicerol,  eritrol, 
arabinitol y manit01 (Adler y col.,  1982);  de  los  cuales  el  principal  polio1 
osmorregulador  es el glicerol,  probablemente  por  ser el m& pequeño,  ya  que  desde el 
punto  de  vista de economía  del  carbono  representa la forma msS efectiva  para la 
osmmgulación. 

La sintesis del glicerol ha  sido  descrita por varias rutas (Legilta y Mattey,  1986a y 
b).  Una  involucra  intermediarios  fosfonlados  y  consiste  en la conversi6n  de 
dihidroxiacetona-3-fosfato a  .glicerol-fosfato,  catalizada por la glicerol-fosfato- 
deshidmgenasa y la glicerofosfatasa. La glicerol-deshidmgenasa  dependiente  del NAD+ 
y la  dependiente  de N A D P  transforman  directamente la dihidroxiacetona  a  glicerol. Al 
obtener un extracto  enzimaitico a d o  de A. niger, se identificaron  dos isoenzimas de la 
glicerol  deshidmgenasa  dependiente de NADP,  una  citoplasmatica y otra  mitocondrial; 
y se evidenciaron  cambios  en  las  relaciones de una HMP (pentosafosfato)  predominante 
en  las  primeras  etapas  de  cultivo  de A. niger a una EMP (gluc6lisis) @ominante en  la 
etapa terminal del  crecimiento (LegiHa y Mattey,  1988). Este cambio en las  relaciones 
de rutas metab6licas,  también  se ha encontrado  en Botrytis cinerea @on&che, 1989). 

Además, ha sido  propuesto  que  el ciclo del  glicerol  puede  funcionar  para 
niantener un balance  apropiado NADPWNADP (Schuurink y col., 1990) 

2.4.13 Consumo del glicerol producido 

Cuando el potencial  osm6tico  aumenta  como  consecuencia del consumo  de 
sustrato, los polioles  almacenados  son  utilizados  como  fuente de carbono.. En este 
contexto, en A. nidulans se  encontraron  glicerol-cinasa y glicerol-3-fosfato- 
deshidrogenasa  dependiente  de FAD (mitocondrial)  que  catabolizaton al glicerol. Los 
niveles de ambas enzimas son  controladas  por  represi6n  catab6lica  e  inducci6n 
especifica. Se mostr6  que la dihidroxiacetona y gliceraldehido  que  son  convertidos a 
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glicerol,  pueden  ser  restaurados  por  la misma  via (en  sentido  inverso). El gliceraldehído 
puede ser reducido p o r  la  enzima  glicerol  deshidrogenasa  dependiente  del N A D P  o 
por la alcohol  deshidrogenasa I; mientras que,  la  dihidroxiacetona es reducida 
exclusivamente por la  primera  enzima  (Hondmann y col., 1991). 

Cuando  el  crecimiento  se  detiene y aún  el  potencial  osm6tico  externo es elevado, 
el  glicerol  desaparece y se sintetizan  compuestos polihidmxilados superiores,  ya  que 
estos  son  menos permeables  que  el glicerol y son m& faCiles  de  retener, aún cuando no 
son capaces  de  sustituir completamente al glicerol  en tcrminos de  osmorregulaci6n; sin 
embargo,  el  turgor mantenido puede  no ser tan importante para dlulas en  reposo 
(Blomberg y Adler,  1492). 

2.4.1.4 Actnidad de agua 

Es frecuente  encontrar  en articulas cientificos  diferentes t6rminos usados para 
designar la  presencia de solutos. La preferencia por el uso de algún thnino en 
particular se encuentra  relacionado  con el campo de trabajo  y  cuestiones  hist6ricas: 
presi6n osm6tica, osmolatidad, potencial  quimico  de  agua,  potencial  osmótico, 
potencial de agua y actividad de agua (Aw). 

Un concepto  que brinda informaci6n  sobre el agua  disponible  para  las  funciones 
metab6licas  de los micmrganismos es la Aw; puesto  que  en  soluci6n. las molkulas de 
agua  estan  asociadas  a los solutos  disueltos, lo cual  involucra un k b i o  en el  estado 
del agua La Aw puede delinine como la humdad relativa de la atm6sfera gaseosa que 
se encuentra  en equilibrio con  una  soluci6n (Pandey, 1992); o bien, como la  relaci6n de 
la presi6n de vapor de una soluci6n  entre  la  presi6n de vapor  de  agua  pura  (a  la misma 
temperatura) (Pirt, 1975b). 

Los hongos se cultivan  selectivamente  en  sustrato  sblido,  puesto  que sus 
actividades metab6licas pueden  ser  llevadas  a  cabo  en  sistemas de baja Aw. Es 
importante el  manejo  de  este  concepto,  puesto  que  el  crecimiento,  esporulación  y 
producci6n de enzimas estan directamente  influenciados por la Aw (Grajek y Gervais, 
1987; Gervais y col.  1988). 

Sin  embargo, el t w o  Aw tiene  limitaciones  en  su  uso,  puesto  que  el  efecto  que 
un soluto  tiene  sobre  un  microorganismo es un reflejo  no ~610 de la Aw, sino ademis, 
de  la  naturaleza  y nbero  de molkulas del  soluto.  Existen  evidencias  que asi lo 
demuestran, como  son las investigaciones  aportadas por Vaamonde y col.  (1982, 1984) 
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y  Gervais y col. (1988); donde  encontraron  que  para UM misma Aw, lograda  con 
diferentes solutos, se tienen  diferentes  velocidades de crecimientos  en StaphiIococcw 
aureus y Trichoderma viti&. Situaciones similares se han encontrado para actividades 
enzidticas (Grajek y Gervais, 1987). 

Un patsmetro 6sicaqufmico  que  aporta m& información que la Aw (como es el 
número de molkulas de  soluto),  es  el  potencial  osmótico (n) que  se  define  como: x = 
(RTNm) (In Aw), donde R es la constante  de  los  gases, T es la temperatura,  Vm es el 
volumen  parcial  molal. 

2.4.2 Transporte en membrana. 

El primer evento para que  el metabolismo tenga  lugar,  es el transporte de 
nutrientes  a  trav6s  de una membrana  que  separa  los  componentes  intracelulares  de  su 
entorno.  Debido  a  su  nruturaleza iipidica, las membranas  son  altamente  selectivas 
impidiendo el paso de  compuestos  polares. Los compuestos polares solo pueden 
atravesar  la  membtana coa ayuda  de  proteínas transportadoras especificas. 

Existen dos tipos de transporte en membranas (Voet y Voet,  199oc): transporte 
no mediado, el cual  tiene  lugar por difusi6n simple; y el transporte mediado, que 
requiem la participaci6n  de proteínas acarreadoras especificas que son  susceptibles  a 
saturarse, ser inhibidas  competitivamente y a  inactivarse por qufmicos. 

El transporte mediado puede tener  dos  clasificaciones  acorde  a  la tennodinarnica 
del  sistema; a) transporte  pasivo,  también llamado difusi6n facilitada, en  donde  las 
mol&ulas fluyen  desde una alta  a una baja  concentraci6n  hasta  equilibrar  su  gradiente 
de concentraciones;  b)  transporte  activo,  en  donde  las molkulas son  transportadas 
desde una baja  a una alta  concentraci6n;  es  decir, en  contra  de un gradiente de 
concentraciones. Este diltimo proceso  requiere  de  energía para llevarse  a cabo. 

Al parecer,  el  transporte  de  glucosa a través  de la membrana  esta  restringido  a 
dos sistemas de  transporte  controlados por represión  e inactivacih por glucosa 
(Brandao y Lomiro-Dias, 1990). En estudios de crecimiento  con Fusarium oxysponun 
bajo condiciones  de q m A 6 n  por glucosa,  se forma un sistema  de difusión facilitada, 
en tanto que bajo condiciones  de  desrepresi6n,  esta  presente  tanto  el  sistema  de  difusi6n 
facilitada  como un transporte activo  de alta afinidad. 

Los factores  que  afectan  la  fluidez  de la membrana  son  el  tipo  de kidos grasos. 
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la  cantidad  de ergosteil y la  naturaleza  de  los grupos polares de los  fosfolipidos. 
Hosono (1992) investig6  el  efecto  de  elevadas  concentraciones  de  NaCl  en  la 
composici6n  de  las  cadenas  lipídicas,  encontrando  que  la fluidez de la membrana 
disminuye y se toma más rígida  como  consecuencia  de  la  modificaci6n  en la longitud, el 
grado  de insaturacih y la ramificaci6n  de  las  cadenas  de &idos grasos; probablemente 
para mantener al glicerol dentro  de las células. 

2A.3 Regulaciones metab6Mcas en la produccidn de scido cítrico. 

El hongo  filamentoso Aspergillus niger es  ampliamente  usado para la producci6n 
a  escala industrial  de  &ido cítrico. Los mecanismos bioquímicos  que determinan la 
acumulaci6n  del  ácid0  cítrico en A. niger ha sido  motivo de estudio  durante  los últimos 
50 dos. Algunas  levadwas y otros hongos  se han empleado  para la produ~i6n de 
&ido cítrico; sin  embargo, A. niger es  el tnicnmganismo seleccionado  en raz6n de:  las 
materias primas baratas  usadas  como sustrato, los  altos y consistentes  rendimientos y la 
facilidad de  su  manejo. 

Se han propuesto  algunas teorías que involucran la participaci6n  del ciclo de los 
&idos  tricarboxflicos (CAT) a  diferentes  puntos  de  regulaci6n  durante la acumulaci6n 
de &ido  cítrico. Enzimas tales  como la aconitasa , la  u4etoglutarato  deshidrogenasa 
(CGDH) y la isocitrato  deshidmgenasa (ICDH) han merecido  investigaciones  tendientes 
a  dilucidar su participaci6n  durante  la  acumulaci6n  de  cítrico. La CGDH y la ICDH 
tienen  en  común  que  catalizan  las  reacciones  con  energías  libres  negativas; es decir. 
reacciones  que  ocurren  espontaneamente, y en  conjunto  con la  citrato  sintasa, son 
consideradas  como  los  puntos de regulaci6n  del  CAT  (Voet y Voet, 199Ob). 

La aconitasa  es  la  enzima  que  cataliza  la  reaccidn  entre el  citrato,  el  cis-aconitato 
y el  isocitrato;  los argumentos  que  fundamentan su papel  regulador  en la acumulaci6n 
de citrato  estriban  en  estudios b vim, donde  la  acumulación  de  citrato  disminuye  en la 
presencia  de  fierro,  el cual es un componente  estructural y activador  de la  aconitasa. 
AdemaS,  el cobre y el  per6xido  de  hidr6geno  que  inhiben a  la  aconitasa i n ,  actdan 
como  estimuladores  de  la  producci6n  de cítrico (Bruckmann y Ramalaishnan, citados 
por  Kubicek y Rob,  1985). 

La u-cetoglutarato  deshidrogenasa  es un complejo  rnultienzhdtico  que  cataliza 
la reducci6n  del  u-cetoglutarato  a succinil COA. Es propuesto  como  responsable  de la 
acumulaci6n  de  &ido citric0 por ser  altamente  regulado y por  ser  considerado  como  el 
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sitio  de  control  en el  flujo de  intermediarios  del  CAT (voet y Voet, 199Ob). 

La ICDH,  es la enzima  que  media  la  reacci6n  entre el isocitrato y el a- 
cetoglutarato. Se ha demostrado  en  estudios m que  es  inhibida  por  concentraciones 
fisiol6gicas de citrato, en  ausencia  de  iones M$+. El manganeso es un elemento  cuya 
presencia  tiene un fuerte efecto negativo  en la acumulación de citrato en A. niger, no 
s610 por  ser  requerido  como cofactor de la  ICDH (Legih y Kidric, 1989). sino ademh, 
por actuar sobre  los transportadores de  membrana e  influenciar la composici6n  de la 
membrana  causando la excreci6n de kid0 cítrico en  micelios  que crecen en medios 
deficientes en este  cati6n  (Meixner y col., 1985). 

Le@ y Kidric (1989) mostraron  que  la  ICDH  es  extremadamente  sensible a 
pequeñas  disminuciones  de pH (en pH &ido) y ellos  observaron  que  durante la 
acumulaci6n de cítrico ocurren  decrementos  del pH micelial en A. niger de 7.1 a 6.5. En 
dicha investigación, se mostr6 que el  glicerol  inhibe  a la ICDH y es  considerado  como 
el iniciador  de  la  acumulaci6n de citrato. 

Se han realizado estudios por LegiSa y Mattey (1988), donde han evidenciado un 
cambio  en  el catabolism0 de carbohidratos; de  una ruta HMP predominante!  en l a s  
primeras etapas de crecimiento de A. niger, a- una ruta  glucolítica durante la producción 
de cítrico. El citrato, al inhibir  a la 6 fosfogluconato-deshidrogenasa (6PGDH),  detiene 
el catabolism0 via HMP (pig. 2.1) y cesa la síntesis de glicerol. Cuando  el  glicerol 
desaparece,  existe  suficiente  citrato  dentro  de  las  células  para  mantener  bloqueada  a la 
ICDH  dependiente  del NADP+. Para UM acumulaci6n  rilpida de citrato se requiere  de 
. u n  flux  glicolítico  desinhibido,  esta  ruta  depende  de  la  actividad  de  la 6 
fosfofxuctocinasa (6PFK) que es  considerada  como la enzima clave, por ser altamente 
regulada  (Voet y Voet, 199oa) y puesto  que  es  inhibida  por  el citrato,  el mecariismo de 
su activaci6n  permanece sin explicaci6n. 

Evidentemente, es necesaria  la  síntesis  continua de oxalacetato para que  pueda 
llevarse a cabo la macci6n  de  condensaci6n  con  el  acetil COA en la producción  de  &ido 
cítrico;  las rutas  anapler6ticas  que  funcionan para satisfacer  la demanda  de  oxalacetato 
son  las  siguientes  (Marison,  1988b): 
i) La carboxilación directa de  piruvato,  catalizada  por la enzima  &ca  para  producir 
malato, el cual es nipidamente  oxidado a oxalacetato. 
ii) La carboxilaci6n del  piruvato,  catalizada  por  la  piruvato-carboxilasa. 
iii) LA carbOxilaci6n  de  fosfoenol  piruvato (PEP), catalizada  por la  PEPcarboxicinasa. 
iv) La ~ t a  del  glioxalato  que  involucra  a las enzimas  isocitrato-liasa y malato-sintasa. 
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Fig.  2.1 Regulaciones metab6licas durante la sintesis de kid0 citrico. 
Abreviaturas. P, fosfato; WFK, dfosfofructocinasa; 6PGDH. fosfoglwnatodeshidmge~ 

GAP, gli~M0-3-P DHAP, dihidxuxiaxtona; ICDH, isocitrato-deshidrogcnasa; CGDH, U- 

La fructosa-6-P,  intermediario en la ruta de la pentosafosfato puede ser isomuizada a glucosa 
cetoglutarato-deshidmgcnasa. 

6 P y utilizarse otra vez en el  inicio de la misma pentosafosfato o de la  gluc6lisis. 
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3 MATERIALES Y METODOS 

Los procedimientos  metodol6gicos  fueron  clasifkados  en  dos  subcapitulos, el 
primero reúne  las  metodologias  conocidas  en  el  ambiente ckntffh, y el  segundo a las 
que  se  desarrollaron  durante  este estudio, respecto  a la estimaci6n de la biomasa y al 
tratamiento  del  soporte.  Sin  embargo, las consideraciones  particulares  para  cada 
experimento se incluyen  en  su  respectiva  secci6n de resultados. 

3.1 FUENTE DE REACTIVOS 
Se us6 agua  desionizada  en  el transcurso de  toda la investigacih. 
En los  experimentos,  se  emplearon  solamente  reactivos grado analítico  de la 

Baker  analyzed:  glucosa anhidra, KH2PO4, (NH4)2S04, CaC12, 
siguiente  fuente: 

MgS04.7H20, NaC1, FeS04.7H20, ZnSO4.7H20, H3B03, 
MnS04.H20, Cd312.5H20,  CuSO4, (NHq)@g024.4H20, 
piridina,  anhidrido actitico,  etanol (W), NaOH, kid0 cítrico y 

H3po4 
. Bioxon:  agar  papa-dextrosa (PDA) 

Difco:  leche desctemada. 

Oxiod. agar 
R h  and Haas: Amberlita IRA-900 (c6digo: 6-9385, No.  lote:  90288). 
Sigma: tween 80, Azul  de  Coomassie (90% de pureza), Sedbúmina bovina, 

glicerol y eritrol 

3.2 EL MICROORGANISMO Y SU AISLAMIENTO 

La cepa Aspergillus niger No.  10  fue  seleccionada por los estudios fisiol6gicos 
previos  que han sido  desarrollados,  siendo descrita por Rimbault y Alazard (1980) y 
oriol y col.  (1988). De estos  estudios se conocen  aspectos bhicos que  permiten asumir 
que esta  cepa  es  id6nea para los  objetivos  que se persiguen  en este  trabajo (como su 
capacidad para crecer  a  elevadas  concentraciones  de  glucosa). 

Antes  de  proceder  a  su  conservaci6n.  fue  importante  aislar  la  cepa para garantizar 
un cultivo  axdnico;  ya  que,  la  cepa  era  conservada en refrigeraci6n  en tubo inclinado. 

La cepa de Aspergillus niger No. 10, se resembró por estria en cajas Petri  con 
PDA (agar  papa-dextrosa),  se  incub6 por 2 &as a  35 OC, se  seleccion6 una colonia  bien 
definida y se repitió  el  procedimiento hasta completar  cuatro ciclos. 
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3.3 MEDIO DE CULTIVO 

previo a la propogaci6n,  es importante contar  con el medio de  cultivo que 
contenga  todos los requerimientos  nutricionales  de Aspergillus  niger y que  se  apegue a 
los  componentes  del medio que se& usados  en los estudios  biísicos  del  metabolismo 
durante la FES. 

3.3.1 Diseño 

Se diseíl6 el medio de cultivo (Tabla 3:l) para  la  obtenci6n  de  biomasa,  acorde la 
composici6n mimbiana reportada por Roels (1977), Erickson (1978) y Aiba y col. 
(1973). En este  diseño,  la  concentraci6n  de nithgeno (N) se  calculó en una cantidad 
equivalente  para  que el hongo  consumiera 30 g de glucosd, considerahdo un 
rendimiento  en la producci6n de biomasa con respecto a la  glucosa  consumida (Yds) de 
0.5 y que  la  concentraci6n  de  nitr6geno  en la biomasa  es de 11.3 96 que  corresponde a 
una composici6n promedio en la bioaasa midiana (Roels, 1980). 

Tabla 3.1 Medios de cultivo. 
A B C D 

Glucosa 30  30 G G 
m 2 m 4  2.47  2.47 2.89 2.47 
K 2 m 4  0.235 
( m ) 2 s o 4  6.6 2.2 6.6 6.6 
CaC12 0.48  0.48  0.48 0.48 
MgS04.7H20 0.38  0.38  0.38 0.38 
NaCl 0.32 0.32 0.23 0.23 
FeS04.7H20 O. 124 0.124 O. 124 0.124 
Oligoelementos* 1 ml I d  lml I d  
Agar - 12.5 - 

Donde A ea el medio diseñado para la obbnci6n biomasa; B, C y D son 
l a s  modificaciones para la producci6n de eaporas, para el cultivo 

euperficial y para l a a  FJZS, respectivamente. 
NOTA: Los componentes del medio eatan expresados  en gA. G ea la 
mncentraci6n de glucosa, la cual ea definida  en 3.5.5 y 3.6.2. La aoluci6n de 
oligoelementos* ea ahilar a la reportada por Clutterbuck (1974). a la cual le 
fue eliminada el FeS04.7H20 y el EDTA. 

El medio diseñado para la obtenci6n de  biomasa  fue  modificado  de  acuerdo a las 
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necesidades  del  experimento,  ya sea para  fines de inóculo  (esporas),  para  cultivo 
superficial o para  las FES (Tabla 3.1). 

Al medio de  cultivo  para  crecimiento  en  cultivo  superficial  se le modific6 la 
composici6n  de KH2PO4 en  equivalentes molares de KH2FO4 y K2HPO4 para 
alcanzar un pH de 4.95 y asegurar la  solidificaci6n del medio. En este medio, ocurre un 
crecimiento muy abundante  que  tiene  lugar  no  S610  a  nivel  superficial, sino que  penetra 
en el agar, f o h d o s e  una capa  gruesa  que  puede  desprenderse  fiicilmente  del medio 
semisdlido. 

Los medios  de  cultivo  para  cultivo  superficial se esterilizaron  a 15 PSI por 10 
min, tratando  que  los  tiempos  de  calentamiento y enfriamiento fueran mínimos. En el 
caso de los  medios  de  propagaci6n (paca la producci6n  de  esporas),  se  esterilizaron  a 15 
PSI por 15 min. 

3.4 TECMCAS DE CONSERVACIdN 

La congelación  con  glicerol garantiza la viabilidad  de  las  cblulas por meses 
(Chang y Elander, 1986); por  consiguiente,  la  cepa así conservada fue la  utilizada 
rutinariamente. La funci6n  del  glicerol  es  de  brindar  a  las  c6lulas un efecto  protector 
ante el  congelamiento. 

Con la  suspensi6n  de  esporas,  se  inocularon 10 matraces  de 250 ml, se  incubaron 
por 4 &as a 35 "C, se cosecharon y se  contaron l a s  esporas (210 espodml). 

Se esteriliz6  glicerol  a 15 PSI por 20 min y se agreg6 a la suspensi6n  de esporas 
(en  una  concentraci6n  entre l *lo9 y 1 *lo10 e s p o d d ) ;  tal que  se  obtuvo una 
concentraci6n final de glicerol  del 15% (v/v). La suspemi6n (1 ml) se  almacen6 en 
cefcigeraci6n  (Nieto,  mod.  CVC 15) en tubos de  microcenuifuga ,a -20 "C. 

La conservaci6n  por  lio!ilimci6n  garantiza  la  viabilidad  de la cepa  por más de 10 
años (Chang y Elander, 1986). El microorganismo  se  seca  en  condiciones de vacío,  a 
una  temperatura  de -50 "C y en  presencia  de un crioprotector. 

_" _". "" ""_I """ I- . I  
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Se esteriliz6 una  soluci6n  al 20% de  leche  descremada  a  15 PSI durante  15 m i n .  

Se  llev6  a  cabo una diluci6n 1 : 10 de  la  suspensi6n  de  esporas  con la solución de leche 
descremada,  se  agreg6 0.5 ml por ampolleta (de  borosilicato) y se pmedi6 la 
liofilizaci6n  (liofilizador,  Labconco,  mod. E2M5). 

3.5 PRODUCCION DEL INOCULO 

La espora  es la forma de reNucci6n del  hongo que con m& frecuencia  se 
utiliza para el in6culo de un cultivo.  Una de las desventajas  previamente sefialadas en 
las FES, se  refiere  a  la gran cantidad  del  inóculo  que  se quiere, siendo  necesario 
contar  con un medio de cultivo  que  estimule la esporulación. 

35.1 E&muIa&n de la esporplodikr 

La falta de  esporuiación y la  abundancia  en  el desarrollo miwlial  de Aspergillus 
niger en el d o  diseñado para la  obtenci6n  de  biomasa  (Tabla 3.1, medio A) parece 
relacionarse  con un correcto  balance del medio  de  cultivo, donde ningún nutriente limita . 
el crecimiento. 

Sin  embargo,  para  cuestiones de obtenci6n  del inóculo era  necesario  provocar la 
esporulaci6n. Por investigaciones  de  Broderick y Greenshields  (1982). se sabía que la 
limitacih por nitdgeno podía estimular la  conidiación  de A. nigec por  tanto, se opt6 
por disminuir la concentraci6n  de (NHq)2SO4 a  la  tercera parte de lo estipulado  en el 
diseño (Tabla  3.1), bgrando hacer  esporular al hongo;  que  en tcrminos generales 
significa,  desviar  la  utilizaci6n  de  la  glucosa de un crecimiento hifal con un medio bien 
balanceado,  hacia la esporulación  con un medio limitado en nitr6geno y hacia la  síntesis 
de compuestos  de  reserva y de otros metabolitos  secundarios  asociados  con  la 
disminuci6n  de la velocidad de crecimiento (Braderick y Greenshields,  1982). 

Un tubo de  microcentrifuga  en  donde  se  conservó  con  glicerol la cepa A. niger 
No. 10, se calentó a 30 "C mediante un bailo  de  agua, se abrió y se  inoculó 
asCpticamente  en matraces de 250 ml conteniendo medio de  propagaci6n  (Tabla 3.1, 
medio B) y se incub6  a  33 "C por 5 dias. 

3.53 Cosecha de esporas 

A un maxrsGc con  el  hongo  propagado  (esporulado)  se le agregó 30 ml de una 
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soluci6n  de  Tween 80 (O. 1 %), en condiciones  asdpticas y con un agitador  magnético  se 
despiendieron l a s  esporas para obtener  una  suspensión. 

35.4 Conteo de esporas 

A la cámara  de  Neubauer  se le  agreg6 UM capa de suspensi6n  de  esporas  con la 
diluci6n  pertinente  para  lograr una cuenta  entre 20 y 60 esporas  por  cuadro. Al 
microscopio  (American  Optical, mod. 1031), con el  objetivo de 4OX, se contaron las 
esporas de 10 cuadros  seleccionados al azar. El n b r o  de esporas  por  cuadro, se 
transform6 a  concentracibn  de  esporas (espordml), al considerar  que 25 cuadros 
contienen 1*1@ d. Las esporas que normalmente se contaron  en este medio y bajo 
estas  condiciones de incuhi6n son del  orden de %lo8 esporas/ml. 

35.5 Inoculeei6n en cultivo superficial 

Se espatuló  (distribuir  con triángulo de  vidrio)  0.1 ml de suspensidn de esporas 
recientemente  propagadas, en cajas Petri que  contuvieron 30 ml del medio para  cultivo 
superficial  (Tabla 3.1) con una h a  superficial de 54.1 cm2, y se  incubaron  a 33 "C 
durante 5 dias. Las concentraciones  de  glucosa  estudiadas  en este medio fueron de 20, 
50,100,150,200,300,400 y 500 g/l. 

35.6 Cultivo superficial para observar el efecto del tratamhto de la resina en el 
hongo. 

Un medio de cultivo  con  100 g/l de  glucosa  (ver  sección  3.2.1)  se  agreg6  a la 
resina seca tratada (ver 3.8.2) o sin  tratamiento  en  una  relación 4: 1; manteniéndose  en 
contacto  a  35°C.  durante 3 h, junto  a un testigo  (s610 medio de cultivo).  Cada uno de los 
medios fueron  diluidos  1:2 y se  filtraron. En caso de ser  necesario,  a  los medios 
filtrados se les  ajust6  el pH a 4.95; se  les  agregó  agar y se  esterilizaron. Se tomaron 
muestras  del  filtrado  antes  del  ajuste  de pH, se  diluyeron  1:12.5 y se  analizaron  los 
aniones por HPLC (3.6.4). 

Cada medio se  vaci6 (35 ml) en cajas de Petri,  se  inocul6  (ver  3.5.5) y se 
incubaron  a 3 W  "C. Los adisis que se practicaron  fueron @or triplicado): peso seco 
y glucosa  (ver  3.7.1). 
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3.6 MONTAJE DE LAS F'ES 

Las FE3 se  montaron  de  acuerdo  a la metodología  propuesta por Raimbault y 
Alazard (1980). 

3.6.1 Columnas 

Las c o l u m n a s  de vidrio  (ver  fotograffa al final del  capitulo),  con un dihtro 
interno de 1.1 cm y una altura de 15 cm  (con  una  entrada  reducida, para la  aireaci6n),  se 
les coloc6 un tap6n de fibra de vidrio para evitar  la  salida de materiales,  no  obstruir la 
entrada d e l  aire y para evitar la competencia por el  agua  con el material que  se 
fermenk Se llenaron  con  7 g de  resina  imptegnada  con medio de cultivo  e inkulo, en 
UM relaci6n de lg de resina seca por 1.5 ml de medio, loghdose una altura de 
empaque de 10.6 cm. Encima del  empaque (sin que lo toque)  se colocó un tap6n de 
algod6n para absorber los condensados. 

3.6.2 Condiciones de cultivo 

Temperatura  de  incubaci6n: 35 "C 
Flujo de aire:  3 Vh. 
In6culo: 2.7*107 espodg de  resina seca 
Relaci6n de medio de cultivo - resina: 1.5: 1 
Condiciones de esterilíM ninguna 
pH inicial: 4.5 

Concentraci6n  de  glucosa: 50, 100,200,300 y 400 g/l. Dentro de los capítulos 5 
y 6, se  designaron a l a s  fermentaciones con F50, F100, F200, F300 Y F400, 
relacionadas  a  la  concentraci6n  inicial  de  glucosa 

3.6.3 Inoculación 

La suspensión de esporas se agreg6  al  medio de cultivo al final de su preparaci6n 
(antes de aforar), justo antes de montar la FES y se  agitó. El medio  con  esporas se 

agrega  a  la  resina  seca (RS) y se mezcla  uniformemente. 

3.7 TECNICAS ANALITICAS 

3.7.1 AnBilcin de glucoaa, peso seco y ácid0 cítrico en cultivo superficial 

El contenido  de  una caja Petri  se  vaci6  en un vaso  de  precipitado (500 d), se 
adicionaron 200 ml de agua y se  calenti, en homo de  microondas por 3 min.  Una  vez 
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fundido el  agar,  se  filtró  con  papel Wahnan No. 41 (a peso constante)  en caliente, se 
lavó  con 1 0 0  ml de agua  caliente. El filtrado se &or6 a 500 ml, cuantifidndose la 
glucosa  con  el analizador enzim4tico  de  glucosa y lactato (YSI, mod. 2000). La 
biomasa en el papel  filtro se sec6 a 60°C, durante 24 h y se cuantificó  el  peso seco. 

Para el d s i s  del peso seco, se  verificó  que  los  residuos  de  agar  no interfirieran 
con  la  tkcnica, al fdtrar medio gelificado sin inocular y al comparar el peso seco antes y 
después de la  filtraCi6n. Esta metodologia fue vada para este medio de cultivo (Tabla 
3. l. medio C); ya  que el micelio de A. niger se  funde y foxma  una  capa  compacta 
f e e n t e  removible y sin  espomlaci6n. 

El &ido  cítrico  se analiz6 cualitativamente por el m6todo de Marier y Boulet 
(1958).  Procedimiento:  A  1 ml de  muestra, se le agreg6  1.3 ml de piridina,  se agit6, se 
le adicionó  anhidrido  acbtico, se agit6 y se observó  la  generaci6n de color. 

3.7.2Muestreode lascolumnas 

El ndmero de columnas  empleadas  en  cada  fennentaci6n, así como  el  número  de 
columnas  sacrificadas  en  cada  tiempo  de  anslisis y el  lapso  de  tiempo  en el que se 
realiz6 el  muestre0  (durante  la  fase  de  crecimiento  exponencial)  se  presenta  en  la  Tabla 
3.2. 

Cabe sefialar que el contenido  de  la  columna  tomada,  se  hornogeneizó  antes  de 
sus anasis respectivos. 

. Tabla 3.2 Número de columnas empleadas en los a d i s i s .  
FermentaciCSn Tc* NC* TA* 

F50 16 2 4 
FlOO 18 2 4 
no0 19 2 4 
m00 20 1 2 
F400 22 1 2 

Donde TC es  el total de  columnae  empleadas  en la fernentacitin, NC ea el 
número  de  columnas  sacrificadas  a  cada  tiempo  de andisis y TA es el  lapso de, 
tiempo (h) para el  muestreo  durante la faee de crecimiento exponencial. F50, 
F100, F!¿OO, F300 y F a ,  representan a l a s  fermentacionea a 60,100,200,300 y 
400 g de glucosd. 
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3.73 A d i s i s  fisicoquimicos 

Humedad 

1 g de muestra  fermentada se sec6 a 60 "C durante 24 h.  la  diferencia  de pesos 
entre la resina  húmeda  y seca,  se reportó como  humedad. La resina  seca se estim6 al 
restar a la materia seca, la  cantidad  de  glucosa,  biomasa,  iicidos orghicos y polioles. 

Actividad de agua 

La muestra se  colw6 un poco abajo de la mitad de una caja  que  acompaíia al 
aparato para la  medici6n de la actividad  de agua (Aw) (Decagon, mod. cxl) y se 
prooedi6 su  aniilisis. 

A 1 g de materia fermentada  (resina+medio+hongo), se le  agreg6  10 ml de agua, 
se agita y se mide el pH (conducmnic, mod. 20). 

3.7.4 Adisis de gIucosrr en FES 

Del  sobrenadante para la  medicibn del pH, se tom6  una  muestra  (antes de medir 
el pH) y se realiz6 la  diluci6n  pertinente para que  la  concentraci6n de glucosa se ubique 
entre 1 y 10 g/¡, y se midió  con  el  analizador enzidtico de  glucosa y lactato YSI (mod. 
2000). 

3.7.5 AnáIids de adones 

Para  el W s i s  de aniones, la muestra se tomó  del  sobrenadante  usado  en la 
medici6n  del pH (3.7.3) y se aaaliz6 por HPLC. La instrumentaci6n del HPLC (Perkin 
Elmer), se enlista  a  continuaci6n: 
Bomba i s d t i c a  y binaria modelo LC-250,  inyector  (Rheodyne)  modelo  LC-7125, 
integrador  modelo LC-1020.  Accesorios: Kit de fdtracibn de solventes  Alltech,  jeringa 
Hamilton  (100 pl), sonicador  Branson  2200. 

Las condiciones  cromatogfslficas  empleadas  en  este  anidisis  fueron (Cassidy y 

Columna:  Spherisorb ODs2 5p 
Fase m6vil: 1 mM de  hidr6xido  de  tetrabutilamonio  ajustado  a  pH de 6.56 con 

Velocidad  del  flujo: 1.3 mUmin 

Elchuk, 1983): 

una  soluci6n saturada de &ido W c o  (filtrar y desgasificar). 
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volumen de la in)ección: 20 pl 
Detecci6n:  Fotometria  indirecta  a 280 nm (espectrofotómetro UVNIS modelo 

LC-290). 

3.7.6 Adis is  de hcidos orgbicos 

Previo  al  anailisis,  la  muestra de la FES se sometió a un  procedimiento de 
extracci6n de los  ticidos  orgánicos,  puesto que una fracci6n importank son adsorbidos 
por la  resina de intercambio ani6nico (aproximadamente  el 75%). El procedimiento de 
extraccidn se esquematiza  en el diagrama de bloques  siguiente: 

lg de Resina Húmeda (RH) > Agitaci6n suave 

30 min + 5 ml de (NH4 12 SO4 (300gA)  

W 
Filtraci6n 

I 

El ciclo se repite hasta 

completar 4. extracciones. 

Filtrado 

Anasis 

El  anfdisis por HPLC, se realiz6 con  la misma instrumentaci6n de 3.7.5  y  con l a s  

Columna: Spherisorb ODs2 5p 
Fase m6vil:  4.356 g K2PO4 + 2.07 ml H3P04  (85%) aforado a 11 con  agua 

Velocidad  del flujo: 1.6 ml/min 
Volumen de la  inyecci6n: 20 pl 
Detecci6n:  Fotometria  a  214 nm (espectrofot6metro UVNIS modelo  LC-290). 

siguientes  condiciones  cromatogdficas: 

(filtrar y desgasificar). 
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3.7.7 Aneilisis de polioles 

La muestra para el &is de  polioles  por HPLC se  tomó  del  sobrenadante 
utilizado para analizar la  glucosa (3.7.4). El HPLC present6 la misma inst~mentaci6n 
que 3.7.5 y las  condiciones  cromatogdficas  fueron: 

Columna:  Econosil NH2 10 p 
Fase  m6vil:  acetonitdo:  agua (8020) (filtrar y desgasificar). 
Velocidad  del  flujo: 2 d m i n  
Volumen  de  la  inyecci6n: 20 pl 
Detecci6n: hdice de refracci6n  (modelo LC-30) 

3.8 TRATAMIENTO DEL SOPORTE 

La resina (Ambrlita IRA-900) originalmente  viene  en  su forma i6Nca de 
cloruros,  se  lav6  con una relaci6n 1:40 de mina h w - a g u a ;  se secó a 60 "C durante 
36 horas y se guard6 en un desecador. 

A menos  que  se  aclare  lo  contrario,  en  los  experimentos  se  usaron, una relaci6n 
de 4 ml de  soluci6n  conteniendo el ani611  de  interés  por gramo de mina seca (RS) para 
evaluar la  inkracci6n de los  aniones  con  las  resinas tratadas. 

3.8.1 Tratamiento con losdatos 

A 1 g de RS se  le  agregaron 4 ml de KH2PO4 0.5 M, se  mantuvo  en  contacto 
durante lh a 35 "C, se  lav6 y se  almacen6  en  desecador. Estas condiciones en  el 
tratamiento  fueron  dilucidadas de los experimentos  A. 1 y A S  localizados en  el  Anexo. 

3.8.2 Tratamiento propuesto 

Tabla 3.3 Tratamientos aplicados a la  resina: 
gfl 1 2 3 t 
m2m4 63  51 34 34 
(NH4)2so4 150 26 16.5 33 
NaCl 50 26 10 O 

Nota: t componde al tratamiento propuesto. 

Para el tratatnienb, la soluciones salinas (Tabla 3.3) se  agregaron a  la resina 
húmeda (RH) en una relaci6n de 2:1, se  mantuvo  en  contacto 1 h a 35 OC; se filtró y se 
adicion6 solucih salina  nueva,  repitiendo  el  procedimiento hasta completar  cuatro 
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tratamientos; se lav6 y se sec6. 

La necesidad  de  emplear  por  cuatro  tratamientos  sucesivos de 2 ml de soluci6n 
ani6nica  por g RH provino  del  experimento  A.8. 

3.9 ESTIMACION DE LA BIOMASA EN UN SISTEMA DE FES 

Antes  de abordar l a s  FES, fue necesario contar  con un m6todo  para  estimar la 
biomasa,  puesto  que  tiene  primordial  importancia  para  los  estudios cincticos. Los 
m6todos  ampliamente  utilizados para cuantificar proteina  tienen  interferencias;  con 
Lowry, la  glucosa y con Kjeldahl,  el  nitr6geno de  la  resina y del medio. 

La opci6n  que se consider6,  consisti6 en la pdctica de  una hidr6lisis directa del 
hongo  creciendo  sobre  la  resina y un posterior  andisis de la proteina  con  el  m6todo  del 
colorante  ligado  a  proteha (Anexo B). 

Las condiciones +timas para la hidr6lisis del m i d o  de Aspergillus niger 
fueron: una concentraci6n 0.25 M de H3P04 y un tiempo de reaccidn  de 7 min. 

Cabe  señalar  que  los  componentes  del  sistema  de FES, no  interfirieron  en  la 
cuantificaci6n  de  proteina  cuando  se  emple6 una hidr6lisis hi&, mientras que, una 
hidr6lisis alcalina pmovi6 la  reactivaci6n de  la r e s i n a  adsorbiendo la  proteha y 
subestimando  su  cuantificaci6n.  Además, la respuesta  del  colorante ligado a  la  proteina 
en la  estimaci6n de  la  biomasa  cambi6  cuando  se  modific6 la  concentraci6n  inicial  de 
glucosa  a la cual  se  cultiv6 el hongo,  siendo  necesaria  la  construcci6n  de curvas 
esthdares con  biomasas  cultivadas  en caja Petri a  la misma concentraci6n  de  glucosa  a 
la  cual se llev6  a  cabo una FES. 

3.9.1 Prodimiento 

A l g  de  resina h h e d a  (fermentada) se le  agreg6 5 ml de H3P04 0.3 M y se 
mantuvo 7 min en  baño  de  agua a  ebullici6n, se enfri6,  se centrifug6 1.5 ml del filtrado 
a 14OOO R.P.M. durante 1 min,  se  tom6 1 ml del  sobrenadante,  se le agreg6 5 ml del 
reactivo Azul  de  Coomassie y se  ley6  la  absorbancia  a 595 nm en  espectrofotbmetro 
(Shimatzu, uv"OA), tomando  como  referencia  (blanco) 1 ml de  una  solucidn de 
H3P04 0.25 M + 5 ml d e l  reactivo. 
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3.93 curvas estandares 

Para pparar las  curvas esthdares.  se repitió  el  procedimiento  anterior, pero en 
lugar  de  la resina, se agreg6 lml de  suspensi6n  de  micelio  de A. niger. 

Las suspensiones  de micelio (1.67 gh) se  prepararon  con  biomasas  obtenidas por 
cultivo  superficial  (ver  secci6n 3.5.5) a  las  concentraciones  iniciales  de  glucosa  de 50, 
100,200,300 y 400 g/l ,  incubadas  durante  cinco dias a 32 "C. La capa  de micelio se 
despndid de la fase semidlida, se sumergi6  en 200 ml de agua  hirviendo por menos 
de un minuto  (dentro de un homo de micmndas), se film5 en  caliente  (papel Whatman 
41) y se  enjuag6  con 150 ml de  agua  caliente. La b i o k  se sec6 sobre  papel  aluminio 
a 60 "C durante 24 h. se mom con un mortero, se r e p s 6  a la estufa  (12h  a 60 "C), se 
ped, se  agregd  soluci6n de H3P04 0.25M y se moli6  con un macecador de  tejidos. 

3.9.3 Preparaci6n del reactivo Azul de Coomassie 

Se parte de la metodología original de  Bradford (1976), realizando  algunas 
modificaciones para adecuar10  a  las  necesidades del presente  trabajo. Se considera  que 
la pmtefna  que se libera durante la hidr6lisis del mimlio es  baja y por tanto un volumen . 

pequeiio  para el  anslisis  de  la  muestra es inapropiado; ademh, puede  representar 
errores  de  manipulaci6n. El volumen de an6lisis que se toma  de manera rutinaria es de 1 
ml. 

El reactivo,  según Bradfod (1976). se prepara  disolviendo 1 0 0  mg de Azul de 
Coomassie en 50 ml de etanol, se  agita  durante 8 h, se le agrega kid0 fosf6ric0,  se 
agita y se dora a un litro con  agua. 
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ESTUDIO DEL  INTERCAMBIO 
-IONIC0 DE LA  AMBERLITA  IRA= 
900. 
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4 ESTUDIO DEL INTERCAMBIO IONIC0 DE LA  AMBERLITA IRA-!". 
Canicterfsticas de la amberlita IRA-!") 

La amberlita IRA-900 es una resina  macrorreticular de intercambio  ani6nico  base 
fuerte,  constituida por poliestireno  de  trimetil  amonio, cuyas propiedades físicas y 
químicas aparecen  en  la  Tabla 4. l .  

Forma  iónica c1- 
Contenido de humedad 60% 
Densidad  aparente 0.64-0.72 g/ml 
Tamaño de pardcula -0.53 mm 
Capacidad de intercambio * -4.2 meq/g RS 
Limitaciones de pH Ninguna 
Limitaciones de temperatura Soporta arriba de los 100 "C 
Dihetro de poro 2.5-25 

%a capacidad de intercambio es una medida de los grupos i o n i z a b k s  por unidad < 
rnasa o por unidad de volumen 

Tabla 4.1. Propiedades fhicas y químicas de la 
amberlita IRA-900 (bhm and Haas Company, 1984) 
I Forma Esférica 

El proceso  de  elaboraci6n de la  resina (Fig. 4. l), consiste  en la  polimerización de 
estireno  con  divinilbenceno (DVB). de una  clorometilaci6n  del polfmero y una  posterior 
aminaci6n (Shema, 1972).  Despuks de la  aminación, el polímero que  tenía  una 
naturaleza  hidrofóbica, toma un  caracter  iónico  con  el  cual es capaz  de retener agua y 
iones. 

I 

x < D l )  , 
. I  

E *  I ( E a  , = I  
s .  

Fig. 4.1 Elaboraci6n de la amberlita IRA-900. Se nsalta la presencia de un 
nitrdgeno  cuaternario al final del proceso, que le confiere su c d t e r  i6nico. 



35 

Intercambio i6nico 

Las resinas de intercambio  iónico  son fases s6lidas que  contienen grupos 
enlazados  que portan cargas i6nicas, que al combinarse  con  iones  libres  son  capaces  de 
sorbexlos,  liberando  los que originalmente  estaban  unidos  a  los grupos i6nicos. 

La sorción  se  define  (Vermeulen y col., 1986)  como el contacto  que  se  establece 
entre una fase fluida  libre  con  una  fase  xígida y permanente,  que  tiene  la  propiedad de 
tomar y almacenar  en foxma selstiva una o más especies  de  solutos  contenidos 
originalmente  en el fluido. 

El intercambio  iónico  es una reaccibn  reversible  entre cantidades equivalentes  de 
especies  quimicas.  Como un ejemplo  del  intercambio cati6nic0, se  tiene la reacción  para 
suavizar  el  agua  (Vermeulm y col.,  1986): 

Caw + 2RNa e=* R2Ca + 2Na+ 

Donde R  representa un sitio ani6nico  univalente y estacionario  en  la matriz de  la 
resina. 

De acuerdo a la ley  de acci6n de masas, se puede  llegar  a  la  siguiente  ecuacibn: 

En vista  de  que KC no  permanece  constante  conforme  varia  la  concentraci6n  de 
iones, no  puede  ser llamado constante de equilibrio. A este  valor  se le denomina 
coeficiente de  selectividad y es UM medida de la  afinidad  de  la  resina por los  iones 
(Benezra,  1967) 

Las velocidades  con  que  ocurren las reacciones  de  intercambio i6nico pueden 
variar  considerablemente  dependiendo  de la especie  iónica.  Por  ejemplo, para una 
resina  de  intercambio catibnico, un cati6n inorghico simple  alcanza  el  equilibrio  en 
minutos;  en cambio, para un catibn  organic0  complejo le puede  llevar  horas  (Benezra, 
1967). 

El objetivo  general  del  presente  capitulo  consisti6  en  someter  a  la  resina  a un 
tratamiento  que minimice su  capacidad intercambiadow de tal manera que al 
adicionarle  las  sales  del medio de  cultivo,  no  las  retenga,  pues  en  ese caso se 
modificaría la composici6n  del medio, y en  consecuencia se podria  afectar  el 
crecimiento  del  hongo. 
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Para lograr este  objetivo se adoptó la siguiente  estrategia: 
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4.1 TRATAMIENTO DE LA AMBERLITA IRA-900 

Algunos de  los  resultados m& relevantes se localizan  en  este  subcapítulo;  sin 
embargo,  los  detalles  de otros experimentos  que  contribuyeron  al  entendimiento  del 
intercambio  i6nico  pueden  ser  ubicados  en  el  anexo  A. 

4.1.1 Tratamiento con fosfatos 

En esta  fase de  la  experimentaci6n,  se  consider6  como marco de  referencia  el 
tratamiento  con  fosfatos  reportado  por  Auria y col. (1990). Estos  investigadores 
proponen el uso  de un soporte  modelo,  la  amberlita IRA-900 y concluyen  que es inerte 
una  vez  que  se  le  aplica un tratamiento  con un buffer  de  fosfatos. 

Sin  embargo,  para  continuar  con  las  fermentaciones  en  estado s6lido era 
necesario  corroborar  que el soporte fuera  realmente inerte; ya  que  los  resultados  que 
pudieran surgir en  las  fermentaciones, deberían ser explicados por variables  conocidas 
(concentraci6n  de  sustratos y productos, Aw, T. pH, aireaci6n,  etc.). AdemBs, la 
amberlita IRA-o00 es una  resina de intercambio  i6nico  fuertemente bbica a  la  que 
dificilmente se le puede minimizar su capacidad  de  intercambiadora con un ani6n de ' 

afinidad i n t e d i a  (H2PO4-) (Benezra, 1967). 

En la Tabla 4.1 se  observa  que los aniones  que  componen  el  medio  de  cultivo 
fueron  adsorbidos  dependiendo  de sus afínidades por  la  resina (Benem, 1%7). Cuando 
se  adicion6 C1-  a la Rp, el 28 % fue  intercambiado  por  fosfatos,  esto  sugiere  que las 
afinidades de ambos aniones  no  fueron  muy  diferentes  por  los grupos amonio de la 
amberlita. Del H2PO4- agregado,  el 33 % fue  adsorbido  por  la  resina,  mostrando la 
insaturaci6n  de  la  resina  por  este ani6n, lo cual concuerda  con la capacidad  de 
intercambio  reportada  por el fabricante (4.2 meq/gRS) ( R o b  and Haas Co., 1984); ya 
que  los  miliequivalentes  suministrados  a  la  resina  durante el tratamiento  con  fosfatos 
fueron  de 2 meq/gRS (ver  secci6n 3.8.1). En el  caso  del SO4= adicionado, se observa 
que todo el sulfato  fue  adsorbido por la  resina,  mostrando UM gran  afinidad  por  este 
anibn,  siendo  capaz  de  desplazar a fosfatos y cloruros que estaban  asociados  a  los 
grupos amonio de  la  resina. 

Estos resultados  descartan  la  posibilidad  de  emplear al i6n  fosfato  en  el 
tratamiento de la resina,  debido  a  que se tendrían  limitaciones  nuuicionales  en UM 

fermentaci6n. 



Tabla 4.1. Retenci6n de  aniones  en  la resina tratada con fosfatos ( 
meq* de sal/@ 

agregados retemidos en el sohenadante 96 
0.07 NaCl 0.02 0.05 NaCl 29 

0.02 KH2PO4 

0.03  KH2PO4 0.0 1 0.02 KH2PO4 33 
0.01 NaCl 

0.03  (NH4)2so4  0.03 0.00 (NH~)~SOL 
0.02 KH2PO4 1 0 0  
0.01 NaCl 

*meq son loa miliequivalentes. % es el porcentaje acumulaci6n del anidn en 
del ión 1 h a 36 
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4.12 PROPUESTA DE UN TRATAMIENTO PARA LA RESINA 

En vista de que  los  iones m8s afines  a  la  resina  (citrato y sulfato)  no  lograron 
abatir  su  capacidad  intercambio  i6nico. y que un ani6n es sorbido independientemente 
de  su afínidad, a  condici6n  que no se  encuentre  originalmente enlazado a  los grupos 
i6nicos  de la resina  (ver  Anexo A.), la  propuesta  que  surge es usar  todos  los  iones  que 
constituyen el medio  de  cultivo  para el  tratamiento de la  resina. 

En la figura 4. la, se  observa  que  los  tratamientos 1, 2 y 3 aplicados  a  la mina 
(ver secci6n  3.8.2) no  condujeron  a  diferencias  apreciables  con  respecto al intemmbio 
de  aniones. El tratamiento  3  es el que  correspondi6 a la menor  concentraci6n  de  sales 
empleadas y al mejor perfil de  aniones  en  soluci6n. De aquí se parti6 para la 
fomulaci6n del tratamiento t (ver  secci6n  3.8.2).  eliminando el NaCl  (puesto  que lo 
contiene la resina  en  su  forma  iónica  original) y aumentando el  (NH4)2SO4. 

En la figura 4.lb, se observa  que la resina  no  tratada  (Rnt)  adsorbi6 
completamente  al SO4= y al 60% de H2P04-; al mismo tiempo  que libera una gran 
cantidad  de C1-. Mientras  que,  con  la  resina tratada se  logr6  lo  que  se  deseaba,  obtener 
una resina  que al mantenerla  en  contacto  con  el  medio  de  cultivo  no lo modifica 
drfísticamente. Este tratamiento se15 el empleado  en  los  experimentos  sucesivos. 
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Fig. 4.la Respuesta de l o s  difeEntes  tratamientos 
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de cultivo(MC). 
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Fig.4. lb comparaCi6n  del tratamiento 
propuesto con  la  resina  sin tratar. Rt es 
la resina tratada y Rnt es la resina  no tratada 

4.2 EFECTO DEL TRATAMIENTO DEL SOPORTE EN EL CRECIMIENTO 
DE Aspergilh niger. 

El objetivo  que se persigui6 en esta  secci6n  fue  investigar si el tratamiento  del 
soporte  (Capftulo 4) estimula el crecimiento de Aspergillus niger. Para este  objetivo, se 
propuso  llevar  a  cabo un cultivo  superficial  con un medio expuesto  a  la resina y una 
FES. 

Por otro lado, se  llevaron  a  cabo  cultivos  superficiales  a  diferentes 
concentraciones  de  glucosa para dar una apximaci6n de las FES y comprobar la 
capacidad d e l  hongo para crecer  a  elevadas  concentraciones  de  glucosa. 

4.2.1 Influencia indirecta del tmtamiento del soporte en el crecimiento y consumo 
de sustrato de A. niger por cultivo snperitcial. 

Se propuso un metodo indirecto de conocer  la  influencia  que  tiene  el  tratamiento 
ani6nico  del soporte en el crecimiento  de A. niger, el  cual  consisti6  en  comparar las 
cin6ticas de  crecimiento y consumo de sustrato en caja  Petri, entre un medio de  cultivo 
no  expuesto a la resina y dos medios expuestos  a: i) la resina sin  tratamiento alguno y ii) 
la resina  tratada  con el procedimiento antes planteado ( ver  secci6n 3.8.2). 
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Partiendo de la  hipótesis de que  en un medio de cultivo  (ver  sección 3.3.1) con 
50 g/l de  glucosa y el  resto de los componentes  reducido  a  la mitad, las sales limita& 
el crecimiento;  al  poner  en  contacto  el medio con la  resina no tratada y que  conserva 
funcional  su  capacidad  intercambiadora,  reten&  aniones  vitales para A. niget (H2PO4- 
y SO4'), reflejhdose en un crecimiento escaso; en tanto que  la  resina tratada no 
interferir6  con el crecimiento  al  no  modificar  substancialmente  la  constituci6n  del 
medio. 

El único  medio  (ver  sección 3.5.6) que requiri6 ajuste de pH fue  el  expuesto  a la 
resina  no  tratada, después  de  la exposición  aumentó  su pH a 6.8 y se ajustó  a 4.95 con 
HCl.  Esta  variaci6n  del pH ocumó por el  secuestro  de  iones  fosfatos por parte de la 
resina,  ya  que  estos  iones  son los que  confieren al medio su capacidad  amortiguadora. 
Esto se coxrobor6 del anailisis  por HPK (Fig. 4.2), donde se observa  que l a s  
concentraciones de fosfatos  y  sulfatos  después de exponer el medio en  la  resina no 
tratada  (Rnt)  alcanzaron niveles  bajos,  el 70 '36 del  fosfato y el 85% del  sulfato se 
intembiaron por clonuos de la  resina.  Particularizando  en  la resina tratada (Rt)  (Fig. 
4.2), se aprecia  que  la  concentración de fosfatos y sulfatos heron tebricamente 
apropiadas  para  lograr  un  crecimiento  balanceado. 

Por otro lado, se verific6  que la presencia  de  una  concentraci6n  elevada  de 
glucosa  no  modifica la  retenci6n  de los aniones  en  la  resina,  ya  que  se  diseñ6 un 
experimento  que así lo  demostr6  (datos  no mostrados). 

Aniones (go) 
6 

MC Rt + MC Rnt + MC 
Fig. 4.2 Aniones que resultan de la exposici6n d e l  medio de cultivo  con resinas no 

Rt). MC es el medio de cultivo  original. 
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Los resultados  en la  Figura 4.3 muestran  que  no hubo diferencias  en  el 
crecimiento y consumo  de  sustrato  con los tres tratamientos.  Aunque la resina  no  tratada 
retuvo  los  aniones  indispensables para el metabolismo  celular; al parecer  dejó  en  el 
medio de  cultivo (Fig.4.2), la cantidad  suficiente  que garanti26 un crecimiento 
b a l a n d o ;  implicando  que  el medio de  cultivo  antes  de la exposici6n a la resina, 
estaba  excedido  en sales, aún  cuando se diluy6 (1 :2); esto  significa  que la composici6n 
en f6sforo y azufre del medio de  cultivo  diseñado  en la  secci6n 3.3.1 esta  excedido.  Por 
lo  tanto, para ver  reflejado  el  efecto de  la  limitación  por  sales  en  el  crecimiento,  causada 
por  su  retenci6n  en la resina,  se  tendria  que redisefiar otro medio  que  verdadenunente 
estuviera  limitado  en  sales. 

-j 0.2 

Tlompo (h) 
Fig. 4.3 Cidticas de crecimiento y consumo de glucosa en medios de cultivo sujetos a 

diferentes tratamientos: (m) testigo, (+ ) expuesto a la resina tratada y (+ ) 
expuesto a la resina no tratada. 

4.2.2 Importancia del tratamiento de la resina en F'ES 

El m h d o   i n k c t o  anterior no anoj6 diferencias  en  los  tratamientos  de  las 
resinas; sin  embargo,  se  podria  proponer  como  hip6tesis  que  el  contacto directo dd la 
resina  con el hongo  en una FES, se  logradan  diferencias  en  el  consumo  de  sustrato 
imputables  al  tratamiento  de la res'ma. Puesto  que, por un lado se  elevaría la relaci6n de 
resina : medio  de  cultivo (1: 1.5) y la  resina no tratada tenderfa  a  intercambiar casi la 
totalidad  de  fosfatos y sulfatos del medio  por clonuos; y por otro lado al adsorber los 
fosfatos,  aumentada el pH, lo que  afectaria  el  metabolismo  celular. 
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En la  Figura 4.4 se  muestran  dos  cinéticas  del  consumo  de  glucosa y del 
compottamiento  del pH con  una resina sin  tratamiento y otra  tratada  (ver  sección 3.8.2); 
en  donde,  en la FES con la resina no  tratada,  el  pH inici6 muy alto @or la adsorci6n  de 
iones  fosfatos);  sin  embargo, al finalizar la  fermentación  se  present6  una  cafda del pH 
hasta 2.5, que  coincide  con  la  caída  de  la  fermentación  con  la  resina  tratada. 

mg Glucora/g RS 
60 8 

40 

20 
7 

aa 
6 

80 5 

60 

40 

20 

O 

4 

3 

O 5 10 15 20  25 30 5 5  40 45 5 0  55 
2 

Tiempo (h) 

Fig. 4.4. CinCtica en el consumo de glucosa y comportamiento del pH en dos FES con 
100 g/l de glucosa, teniendo como soporte una nsina no tratada: (m ) 
glucosa y (.) pH) y una  resina  tratada: ( +) glucosa y (O) pH). 

Con  respecto al consumo  de  glucosa  para  la FES con  la  resina  tratada  (Fig. 4.41, 
este se llevó  a  cabo en  aproximadamente 4Oh, en un crecimiento sin limitaciones  de 
fosfato ni sulfato  (Fig. 4.5); en  tanto  en el caso  de la resina  no  tratada, se observa  que 
probablemente el sustrato  se consumió a UM velocidad limitada por la  difusi6n  de 
aniones,  ya  que el d s i s  por HPLC (Fig. 4.5) mostró  que el fosfato  y el sulfato, se 
encontraban  en  concentraciones  fuera  del  limite  de  detección  (aún  cuando  se  haya 
analizado la muestra  con un minim0 de  dilución),  detectando  solamente  cloruros  en el 
medio absorbido por la resina,  lo  que  sugiri6  que  el  equilibrio  que se establece  entre  los 
aniones  unidos  a la  resina y los  libres  en  solucitin,  fue  roto por la  presencia  del  hongo. 
Esto es, a medida que  se  liberaron  los  aniones, fueron consumidos por el  hongo, 
evitando  su  cuantificaci6n  en  soluci6n,  siendo  probablemente  la  disponibilidad  de  estos 
nutrientes la que  limitó el consumo  de  glucosa y por consecuencia  del  crecimiento. 

De las  comparaciones  de  las  dos FES, se justificó la  necesidad  del  tratamiento 
para el sopone.  puesto  que garantizó el  abastecimiento  de  aniones  vitales  para el 
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metabolismo  microbian0 y el inicio del cultivo  a un pH adecuado  para el crecimiento 
para A. niger. 

mg anl6n/g RS 
7 .  

S 65 4 

- 
1- 1 

r 

O c  1 
1 I 1 I 1 I 

O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 
Tiompo (h) 

Fig. 4.5 Aniones del medio de cultivo en el curso de la FES. Las lineas d e l g a d a s  corresponden 
alaFESconlaresinatratadaylagruesaalaFESconlaresinanotratada,dondc 
iuricamnte se detect6 la  presencia de cloruros. (M) cloruro, (*) fosfato y (+) 
Sulfato. 

I 

4.2.3 Crecimiento de AspcrgiUus niger en diferentes concentradones de glucosa 
Este experimento se propuso para investigar si A. niger es capaz de crecer a 

elevadas  concentraciones de glucosa y para que  indique una pximaci6n de lo que 
ocurriria en  una FES. Puesto  que  el  planteamiento d e l  proyecto  de  tesis se apoya  en la 
hip6tesis  de  que  a grandes concentraciones  de  glucosa  en un sistema de FES tiene  lugar 
una  desviaci6n en el metabolismo. 

En la figura 4.6, se presenta la producci6n  de biomasa y el consumo de glucosa 
por caja Petri con respecto a la conwntraci6n  inicial  de  glucosa  a la cual fue cultivado 
A. niger durante cinco ¡lías de incubaci6n  (ver  secci6n 3.5.5). Se observ6 un aumento 
en la producción de biomass y en el  consumo  de  sustrato conforme la  concentraci6n de 
glucosa  aument6,  llegando  a un msximo a 150 y 200 g / l ,  para la  producci6n  de  biomasa 
y el consumo de glucosa,  mpectivamente;  para  posteriormente  observar  una  tendencia 
a  declinar. 

A medida que aumenta la  concentraci6n  inicial de glucosa (Fig. 4.6), se  observa 
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una tendencia  a la disminución  en el rendimiento de la  biomasa  producida  con  respecto 
a la  glucosa  consumida (Yx/s de 0.4 para 20 g/l de  glucosa  inicial  a 0.2 para 400 g/¡), lo 
cual sugiere una desviaci6n  en el metabolismo. La desviaci6n  en  las ~ t a s  metab6licas 
puede  darse por la  inhibici6n o represidn catab6lica  directa  de la glucosa  sobre  las 
enzimas; es decir que las elevadas  concentraciones  de  glucosa  puede  llegar  a  bloquear 
una  ruta  que  en  condiciones de concenlraci6n  de  glucosa  baja  funciona  arm6ni-nte, 
activando el funcionamiento  de otra como  una  alternativa para continuar  su  crecimiento. 
O bien, la concentraci6n  elevada  de  glucosa puede actuar indirectamente, al disminuir la 
Aw intracelular y modificar  el  funcionamiento  de enzimas e influir en la producci6n de 
solutos  compatibles ( B r o w n ,  1978), tales  como  los  polioles (Luard, 1982a,  1982b. 
1982c; Beever y Laracy, 1986; Brown, 1978; Adler y co1.,.1982)  que  a  su  vez actúan 
como  moduladores de algunas actividades enzimáticas (por ejemplo la ICDH, en 2.4.2) 
y son  capaces  de  desviar el flujo  metab6lico. 

-ysw "4- 
2 16 10.6 

- 5 -0.6 

- 4  -0.4 

- 3 -0.8 

- 2  -0s 

1 - 0.1 - 

O 

Gl"W) 
Fig. 4.6. Cmimiento, consumo de sustrato y Yxls para Aspzrgillus niger cultivado  en  diferentes 

concentraciones & glucosa al cabo de 5 dfas de incubaci6n. BM es  la biomasa producida en 
la caja petri (+), la glucosa se refiere a la cantidad de glucosa consumida por caja Petri (9 
y Yds es  el  Endimiento de la biomasa producida  en ~laci6n al sustrato consumido (m). 

Incubaci6n a 32 "C durante 5 dias. 

Conviene  señalar,  que  el medio de  cultivo  se  diseñó  para  tener  como  sustrato 
limitante del crecimiento  al  nin6geno  (ver  seccidn 3.3.1). Sin  embargo,  este 
experimento  mostr6  que  la  concentraci6n final de  biomasa  fue limitada por la 
concenaaci6n  inicial de glucosa,  encontrando un máximo en la biomasa  producida a 
150 g  de  glucosafl. Si se  supusiera  que  todo el N del medio de  cultivo fue incorporado a 
la  biomasa,  entonces  se  obtendría  que la biomasa  proveniente de un cultivo  superficial 
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(a  150 g  de glucosdl)  contiene tan s610 un 2.5% de N, lo  que  la  ubica  en un nivel 
inferior  a  la  reportado  para  biomasas  fiingicas  (de  4  a 7%)  (Scragg,  1988),  a menos  que .. 

el  hongo  hubiera  sido  capaz de degradar la  estructura  del  agar y consumir  su N. 

Cabe a a a d i r ,  que  a paxtir de los cultivos  superficiales  con 200 g/l de  glucosa,  se 
detect6 la presencia  de kido cítrico  con  el dtodo reportado por Marier y Boulet 
(1957) (ver  secci6n  3.7.1),  sugiriendo  que  la  desviaci6n  en  el  metabolismo  origina  la 
síntesis del hido. 

4.3 CONCLUSIONES 

El tratamiento  con  fosfatos  no  evitó  la  adsorci6n  de  sulfatos  y  fosfatos, por 
consecuencia,  se  descart6 su  empleo el tratamiento  de la resina,  debido  a  que  se 
tendrim  limitaciones  nutricionales en una  fermentaci6n. 

El tratamiento  propuesto,  fue  aquel  que  contiene  los  aniones  que  constituyen el 
medio de  cultivo en su conjunto. Este tratamiento  evith  la mdficaci6n W t i c a  del 
medio de  cultivo  que  se  absorbi6  en la resina;  en  tanto  que  sin el tratamiento, la resina 
absorbi6 todo el  sulfato y una gran parte del fosfato (a%), liberando  una  elevada 
cantidad  de c l o m s .  

La composici6n  en  aniones del medio de cultivo diseñado estuvo  excedido y no 
pennitid ver  diferencias  en el crecimiento del hongo  con un cultivo  superficial  donde  el 
sulfato  y  fosfato  fueron  reducidos  al  15 y 3096, respectivamente. 

El tratamiento  ani6nico al cual  se  someti6  la  resina,  se justific6 al comparar  el 
comportamiento  que A .niger mostr6 en las FES con  resina  no  tratada  y  resina tratada. 
En el caso de  una  resina  sin  tratamiento, el  consumo de glucosa  fue  limitado por la 
disponibilidad  de  aniones  en  soluci6n y el pH al que  inici6  la FES fue muy alto  e 
inadecuado  para  que el crecimiento se llevara  a  cabo.  Por  el  contrario,  en una FES con 
resina tratada, el  consumo  de  glucosa  procedi6  rfipidamente  y  el pH al que  inici6  el 
cultivo  (4.5)  fue  apropiado para el Crecimiento de A. niger. 

Aspergillus niger No. 10 fue  capaz  de  crecer  en  cultivo  superficial  en un rango 
de  concentmiones de  glucosa  desde 20 a 500 g h ,  disminuyendo el rendimiento de 
producci6n de  biomasa  en  relaci6n al sustrato  consumido (Yds) desde 0.4 a 0.2 para la 
concentracibn  inicial  de  glucosa de 20 y 400 g / l ,  respectivamente. 

Se tuvieron  indicios de que  esta  disminuci6n  en  el Yds, se  debi6  en  parte a una 
desviaci6n en el metabolismo  hacia  la  síntesis  de  &ido  cítrico. 
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5 PARAMETROS CINETICOS Y BALANCES DE MATERIA Y ENERGIA. 

5.1 PARAMETROS  CINETICOS 

En la actualidad, UM gran variedad de productos  biotecnol6gicos  se  obtienen  a 
partir de  procesos  fermentativos. Estos procesos pueden ser controlados y optimizados 
mediante el conocimiento de los  patrones de crecimiento, consumo de  sustrato y 
formaci6n  de  producto  para  cada  microorganismo. La  dete1minaci6n  de patdmeuos 
cin6ticos y rendimientos  ofrece  una  valiosa  informaci6n  descriptiva  de un proceso 
biol6gico y representa la  eficiencia de conversi6n de un sustrato  a un producto. La 
rnedici6n  de  padmetros  cin6ticos ha recibido  poca  atenci6n y su carencia se patentiza 
a h   m b  en  el caso de  la FES, donde  existen  dificultades  adicionales  inherentes  a  la 
heterogeneidad  del  sistema  que  entorpecen  el m i s  de la fermentación. Los 
padmetros  cinéticos  se  calculan  a partir del ansilisis de  las  variaciones  con  respecto  al 
tiempo  en  los  perfiles de las concentraciones  de  sustratos y productos. 

' En el presente  capítulo  se  estudi6  el  efecto de la  concentración de glucosa  sobre 
los  padmetros  cindticos en FES, con un medio de cultivo limitado en  nitr6geno. La 
limitaci6n de N se  consider6 para que al aumentar la  concentraci6n  de  glucosa  inicial,  se 
mantuviera  constante la  concentraci6n de biomasa maxima en cada  fermentaci6n y de 
esa  manera  provocar  una  desviacibn  en  el  metabolismo. 

Las concentraciones  de  glucosa  estudiadas  fueron: 50, 1 0 0 ,  200, 300 y 400 g de 
glucosall. Se proyect6  llegar  hasta  esa  concentraci6n  de  glucosa  para  aprovechar  la 
virtud  del  cultivo dlido de  poderse  emplear  concentraciones más elevadas  que  en  la 
FSm, y obtener  productos &S concentrados  @osiblemente  en  menos  tiempo  de 
fermentaci6n). 

5.1.1 Etapas del creciminto 

Fase de adaptaci6n 

Las fases de  adaptaci6n  (lag) de Aspergillus niger no  fueron  afectadas por la 
concentraci6n  inicial de  glucosa  (Tabla 5.1), sugiriendo  que  no  tiene una inflwcia 
negativa  a  nivel  del  tiempo  de  germinaci6n y que al parecer,  no  requiere un tiempo 
adicional  para  adaptarse  a  las  condiciones  osm6ticas  que  imperan  en su entorno. 
Frecuentemente,  la  fase  de  adaptaci6n  refleja  los  efectos  que el medio  ambiente ejerce 
sobre el microorganismo. En estas FES, la  disminución de la actividad de agua  inicial 
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(Tabla 5.1) de 0.954 a 0.907 no  parecen afectar el  tiempo de inicio  del  crecimiento. 
Estos  resultados  son  contrarios  a  los reportados por  Oriol y col.  (1988) empleando la 
misma cepa,  con  bagazo de caña  como soporte y medio de cultivo  sin  oligoelementos. 
Estos  investigadores  sugirieron  que la fase de  adaptación  aument6 como  consecuencia 
de la elevaci6n en  la  concentraci6n  de  glucosa  inicial  (disminución  de  la Aw). En las 
fermentaciones  presentadas  en la Figura 5.1, las fases de adaptaci6n  fueron  prolongadas 
comparadas  con los trabajos  de  Oriol y col. (1988) y de Auria y col.  (1990), pero 
coinciden  con  las fases  de adaptaci6n  encontradas en  cultivos  superficiales de los 
experimentos antes presentados  (ver  seccidn  4.2.1). 

Fase de crecimiento exponencial 

En la  Figura 5.1 se muestran  las  cin6ticas  de  crecimiento para las fermentaciones, 
en  ellas  puede  apreciarse  que  los  perfiles  en las fases de crecimiento  exponencial  fueron 
similares, lo  que indica  que  la  concentraci6n inicial de glucosa (Aw de 0.954 a 0.907) 
sólo  las afecta  ligeramente. 

Las concentraciones  de las biomasa maximas de  las FES (Tabla 5.1) fueron 
similares,  probablemente  por  la  limiWi6n  de nitr6geno en  el medio (ver  secci6n 5.2). 
Sin embargo, se debe  tener  presente otro .fen6meno reportado por Laukevics y col. 
(1985),  el cual  involucra aspectos relacionados  con  limitaciones  en  el  crecimiento 
fiíngico debido a la disposición geomdtrica  de las partículas  en  la FES. El espacio 
interparticula es el  que permite el crecimiento y es el  que  da  origen  a una limitaci6n  por 
el  espacio  disponible.  Laukevics y col.  (1985) han encontrado  te6ricamente  que  en FES, 
un hongo  puede  ocupar  del  10 al 15%  del  espacio  disponible. 

Conviene  señalar  que  otro  factor  relevante  que  pudo  detener el crecimiento es el 
pH (Fig. 5.2). puesto  que  exhibe  el  mismo per f11  de la  curva  de  crecimiento, pero en 
sentido  inverso, y en el momento  en  que  llega  a so nivel m& bajo, el crecimiento se 
detiene  (Fig.5.1). Los resultados que apoyan esta  hipótesis, son los aportados por Leg& 
y Kid& (1989),  quienes correlaciok la disminuci6n d e l  pH  externo  con  el inmcelular 
y consideran  la  influencia d e l  pH en  la  velocidad  metab6lica, al afectar la actividad de 
varias  enzimas. 
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Fig. 5.1. Cidticas de crecimiento para las FES. 
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Tabla 5.1 Caracterlsticas  principales  de  las FES a diferentes  concentraciones 
iniciáies  de glucosa. F50, F100, F200,  F300 Y F400 son  las FES a 50, 100,200, 
300 Y 400 gA de glucosa, respectivamente. Los sustratos y productos  esMn 
expresados  en mg IgRS. 

F50 FlOO F200 F300 F400 
52 54 82 99 1 0 0  

Fase-de adaptación (h) 23 
so 75.3 
Humedad inicial (96) 58.1 
Aw inicial 0.954 
Sf 3 
B" 53 
cítrico 4.6 
Eritrol 2.4 
Glicerol O 

22 
142.7 
55.7 
0.941 
8 
54 
5 
2.6 
O 

22 
289.1 
51.9 
0.928 
S 
54 
64.5 
O 
O 

22 
439.7 
46.6 
0.918 
110 
50.5 
72 
25 
7.2 

21 
588.3 
43 
0.907 
282 
40.5 
93 
28.5 
9 

Nomenclatura: BM, biomaea; So, glucosa inicial; Sf,  Glucosa final;  Aw, es la Actividad 
de agua 
Nota: El tiempo se refiere, al tiempo en  que  el consumo de glucosa se  detiene. 
Laa concentraciones de cítrico,  entro1 y glicerol  corresponden  al t h n i n o  de  la 
fermentacih. 

*O 10 20 30 40 50 60 7 0  80 00 100 
Tiempo (h) 

Fig. 5.2 Comportamiento del pH en las FES. (+) F50, (m) F100, (X) FZOO, (*) F300. (A) 
F400. 
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En la  Figura 5. I se  observa  que  en la €200, F300 y F400, la  biomasa al4 un 
dximo para  luego declinar. Esta  disminuci6n  aparente  de  la  biomasa,  se  atribuy6  a  que 
el dtodo pata estimarla (metodo del  colorante  ligado  a la proteína)  no  fue  aplicable 
cuando la morfología del  hongo  cambid  de micelio a  espora,  puesto  que  las  condiciones 
de hicldlisis  aplicadas  (ver  secci6n 3.9.1) fueron muy suaves y por  consecuencia 
selectivas para liberar exclusivamente la proteina  del  micelio. Esto  se  verifica en la 
Figura 5.3, donde a medida que la estimaci6n  de  la  biomasa micelial disminuyó  (Fig. 
5.1), la esporulaci6n awent6, alcanzhdose una  concentraci6n maxima de 1.4 109 
esporas/gRS para la F300. Larroche y Gros (1992) reportaron  que la proteína micelial se 
transloca  a la espora durante la esporog6nesis,  este resultado apoya lo discutido 
anteriormente, 

Gervais y col. (1988) encontraron  que  la Aw (empleando  glicerol  como  depresor) 
en  cultivo superficial se relaciona  con  el  crecimiento  micelial y la esporulaci6n.  siendo  el 
valor  6ptimo  en Aw para la  esporulaci6n  ligeramente  inferior  que el 6ptimo  para el 
crecimiento; en Trichodenna. viride son  de 0.99 y 0.98, respectivamente y en 
Penicillium roqueforfii son de 0.97 y O.%. En este  trabajo, la maxima esporulaci6n  con 
A. niger se lo@  obtener  a  la Aw de 0.95 (al tiempo de inicio  de la esporulaci6n)  (Fig. 
5.4), con  glucosa  como  depresor de la Aw. Esta elevada  esporulaci6n  en F300 es 
interesante si se considera su aplicabilidad.  Actualmente,  la  inducci6n  de  la  esporulaci6n 
ha tomado gran importancia  (Larroche y Gros, 1992) debido:  i) al empleo  de  esporas 
como  biocatalizadores  en  reacciones  bioquímicas,  ya  que  muestran  una alta actividad 

. ’  catalftica y ii) a que  las  esporas  son uno de los principales  inconvenientes  que  tiene la 
FES en  su  aplicaci6n  en  los  procesos a gran escala, ya  que  precisa  de  una gran cantidad 
de  esporas  en  la  inoculaci6n.  AdemBs,  el  uso  comercial  de  las  espo’ras ( Broderick y 
Greenshields, 1982) time varias  ventajas  sobre l o s  otros sistemas microbianos  por su 
mayor  especificidad y eficiencia de la reacción,  muperaci6n  sencilla  del  producto,  larga 
vida de  almacenaje  y  uso repetido del mismo lote de  esporas. 



a 

l o t  
Tiempo (h) 

Fig. 5.3 Cinbticas de la espwulaci6n para la MOO y F400. 

0.98 
AI 

0.96 - 
" 

0.94'L 

>c  

0.92,, 

1b 

0.9 I I I I 1 I 

O 10 20 SO 40 50 60 70 80 90 1 

Tiempo (h) ' 

52 

O 

Fig.J.4. Aw en el curso de las F E S .  (+) FSO. (m) F100, (x) moo, (e) MOO, (A) 
F400 



53 

5.13 Velocidad apecfflca de crecimiento 

Uno  de  los  principales  problemas  analiticos  que  se  enfrentan  en el dculo de la 
constante  de  saturaci6n (Ks), es el manejo  de  concentraciones  de  sustrato y biomasa 
muy  diluidas. El valor  de Ks reportado para A. niger en  cultivo  sumergido @m) es de 
5*10-3 g de  glucosah  (Marison,  1988a).  Este  valor  no  necesariamente  tiene  que 
parecerse al que  pudiera  obtenerse  en FES, pero podria  sugerir  una  aproximación. 

En este  trabajo,  Ks no  pudo ser  calculada  porque  las  concentraciones  de  glucosa 
estudiadas  fueron  elevadas,  sin  lograr  establecer  una  relaci6n tipo Monod para la p en 
funci6n de la  concentración  de  glucosa  (Fig. 5.5). 

En la Figura 5.5, se  presentan  las  velocidades  especificas  de  crecimiento (p 
=l/X*dX/dt) para las FES, las  cuales  fueron  calculadas al sraficar los  logaritmos  de  la 
biomasa  vs  tiempo. Los datos  (no  mostrados)  se  comportaron  linealmente  de  las 22 a las 
30 h y es  justamente en ese  intervalo  de  tiempo  donde  se  calculó p, considerando un 
promedio  de 10 puntos  en  cada FBS para  realizar  la  regresi6n y un coeficiente de 
determinación (R2) de 0.98. 

Por  otra  parte,  se  tienen  reportes  que  si  la  concentración  inicial  de  sustrato toma 
un valor  considerablemente  alto  (por  ejemplo, 10 a 20 veces el Ks) (Marison,  1988a), p 
puede  empezar  a  declinar  como  resultado  de UM inhibición  por  sustrko. El 
comportamiento  mostrado  por p (Fig.5.3).  sugiere  una  inhibición  por  sustrato,  ya  que  el 
modelo  que  considera tal inhibici6n (Pirt, 1975b)  puede  aplicarse  adecuadamente  a  los 
datos: 

p==pmax S Ki)/(S Ki + Ks Ki + S2) Ec. 5.1 

Si se asume  que Ks es  mucho  menor  que  los  valores  que  puede  adquirir el 
sustrato, la ecuación 5.1, puede  simplificarse  a: 

l/p=l/p- + S/(p- Ki) Ec. 5.2 

Los padmetros  cin6ticos  provenientes  de  la  ecuaci6n 5.2 fueron pmax de 0.426h- 
1 y Ki (constante  de disociacih del complejo XS2) de 259.1  g  de  glucosafl,  con un R2 
de 0.998. Mientras  que pm tuvo un valor  teóricamente  aceptable,  el  valor  de Ki fue 
alto,  esto signZc6 que  el  equilibrio (XS+SwXSz) estuvo  desplazado  hacia el complejo 
XS + S, lo cual  implic6  una baja  inhibici6n  en  la FES. Lo anterior  pudo  constatarse  al 
observar  los  valores  de p que  disminuyeron  ligeramente  de 0.35 a 0.2, desde  una 
concentraci6n  de  glucosa  de 50 a 400 g/l (Fig.5.5). 
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Figura 5.5. (*) velocidad  especifica de crecimiento (p en h-1) y (m) velocidad 

espedfica  de consumo de glucosa (Qs en  gGlucosa/(gBiomasa+h))  con 
respecto a  la concentraci6n  inicial de glucosa (g/l). 

El efecto  inhibitorio de la  glucosa  podria  ser  indirecto  debido  al  abatimiento de la 
Aw. Los mecanismos que  el  hongo posee para  hacer  frente  a  la  baja Aw son por un 
lado,  la  disminuci6n  del  volumen  celular  (Beever y -y, 1986; Gervais y col., 1988) 
y por el otro, la  sfntesis de osmorreguladores como  los  polioles (Blomberg y Adler, 
1992),  es clam que ambos mecanismos inhiben el  crecimiento. 

Los polioles  son  considerados  como  solutos  compatibles  (Brown,  1978)  que 
causan  efectos  negativos mínimos sobre l a s  enzimas y les  brindan  un  efecto  protector  al 
estabilizar  sus  estructuras  cuatemarias.  Sin  embargo,  pueden  provocar  desviaciones  en 
las rutas metab6licas,  de  una  pentosa  fosfato (HMP) que  prevalece  en las primeras 
etapas  del  cultivo  a  una  gluc6lisis (EMP) dominante  hacia  las  etapas  finales  del 
crecimiento (kgib y Mrattey,  1988). Como bien se conoce, la I"P es una ruta que 
tiene  una alta producci6n de NADPH+H empleado  en  la  biosfntesis de  materiales 
celulares y es m& eficiente  que la EMP d d e  el  punto de vista  de  la  conservación de la 
energfa del  sustrato en  materiales  celulares,  lo  que  probablemente  incide  en  una 
disminuci6n  de p al cambiar de HMP a EMP. 

La -esta fisiol6gica  del  microorganismo  al  disminuir  su  velocidad de 
crecimiento  puede  ser consihada como UM inhibici6n; sin embargo  a nivel  molecular, 
no es claramente  distinguible  entre  una  inhibici6n o una  represión enzWtica, 
consecuencia de una elevada concentración  de  sustrato.  Se  cuentan  con evidencias  en 
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FSm  (Marison,  1988a),  que algunas enzimas  involucradas  en la respiraci6n  son 
reprimidas catab6licamente  cuando la concentración de azúcares  es alta, aún  cuando  la 
concentración de oxigeno no sea  limitante  (efecto  Crabtree). 

5.13 Velocidad especU'ica de consumo de sustrato 

Contrario al compoxtamiento de p, la  velocidad  especifica  de  consumo  de  glucosa 
(Qs=l/x*ds/dt) ament6 con la concentracih de  glucosa  inicial  (Fig. 5.5). Este 
fen6meno  podria ser consecuencia  de un aumento  en la  velocidad  de transporte en la 
membrana  por  una  modificación en su  composición  (Hosono, 1992), .que implica 
cambios  en  su  permeabilidad. La investigaci6n  de Brandao y Lomiro-Dias (1990) 
muestra  que la velocidad de transporte  de  glucosa  aumenta  cuando se incrementa su 
concentraci6n,  gracias  al  funcionamiento  de un sistema  de transporte por difusión 
facilitada. 

El periodo  de tiempo en  que el  consumo de glucosa fue lineal aument6  confomw 
se increment6 la concentración de glucosa inicial (Fig. 5.6). Este consumo  de  glucosa 
fue el  resultado de su distribucih en la  biomasa, el producto y el mantenimiento. 

Se debe  mencionar  que  el consumo de  glucosa  no  fue  total  a partir de la F300 
(Fig.5.6) lo que sugirió una inhibición por producto. El responsable de esta inbibici6n 
parecería ser  el  citrato,  el cual alcanza  concentraciones  elevadas  de hasta 127  mg/gRS 
(FGg. 5.8) y est4 demostrado  su  papel  inhibitorio  sobre  la  enzima clave  del 
funcionamiento de la gluc6lisis,  la 6 fosfofructocinasa  (Voet y Voet, 199Oa);  recordando 
que dicha ruta es la que  sustenta la actividad  metab6lica  durante la producci6n de hido 
cítrico  (Legisa  y  Mattey,  1988).  Otra  enzima  que  el  citrato  puede inhibir y con  ello 
detener su propia  síntesis, es la  citrato  sintasa. 
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Fig. 5.6 Consumo de glucosa en el transcurso de las FES. (+) F50, (m) F100, (X) 
ROO, (+) F300, (A) F400. 

5.1.4 Velocidades espedaw de formacih de producto 

En la  Figura 5.7, puede  observarse c6mo las  velocidades  específicas  de  formaci6n 
de  productos  (Qp=l/x*dp/dt))  (Acid0 cítrico, entro1 y glicerol)  aumentaron  con  el 
incremento de la concentraci6n inicial de glucosa  a  excepci6n  de  la F400 en la  que 
decay6  ligeramente. La Qcítrico máxima se  logr6  obtener  en F300, siendo  en  esa 
fermentaci6n  que tambih se logr6  obtener un -o en la concentraci6n de ticido 
cítrico  (Fig. 5.8). el  rendimiento y la  productividad. En la  Tabla 5.2 puede  observarse 
que.  la  producción y productividad  en  este  trabajo  fueron  superiores a  las  reportadas  en 
cultivo  sumergido,  con las repercusiones  que  pudiera  representar a  nivel  de su 
aplicaci6n. 

La m4xima producci6n  de  ácid0  cítrico  obtenida  en  la BOO, coincide  con  el 
rkirno en  la  esporulación  (Fig.  5. l), lo que sugiere  que la elevada  velocidad  anab6lica 
se  lo@  en  parte por las  esporas. Esto podria  explicar la disminuci6n  en la producción 
de Acid0 cítrico en la F400, donde  se  tiene  una  menor  esporulaci6n. 
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Tabla 5.2 Cornparacidn entre la  producd6n  (Fig. 5.8), productividad y 
rendimiento rnhxirnos en  dudo cítrico de  este trabajo con otras 
investigaciones en cultivo sumergdo. 
Producci6n de Bc. cítrico Productividad Rendimiento  Referencia 

50fl 0.4 g/(l*h) 0.57 g/g a 
30 gfl O. 135 g&h) 0.55 g/g b 
mgfl 0.31 g/(l*h) 0.57 g/g C 

85 g/¡ 1.21 g/(l*h) 0.385 (g/g) Este trabajo 
a)Kubicek y Riihr (1965) con A. niger a escala planta piloto, b) Lee y col. (1989) 
con A. niger inmovilizado en  espuma de poliwetano y c)Kirimura y col. (1992) 
con cepas mutanks produdorae de &&do cítrico de A. niger 

A concentraciones  elevadas de sustrato,  las  velocidades de formaci6n de 
productos y consumo de sustratos de las FES son mayores que l a s  encontradas en FSm. 
Esto podria  ser  atribuido  a la difusi6n  de nutrientes, donde  posiblemente el sustrato  esté 
menos  concentrado  a medida que difunde hacia el microorganismo. El consumo 
constante  ocasiona  que la glucosa  no  inhiba a l  hongo de la manera  como  lo  hace  en 
FSm; o bien,  porque el sistema enzim4tico  del  microorganismo  en la FES se  encuentra 
desreprimido (Solis y col. 1993). 
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Glucosa @/I) 
Fig. 5.7 Velocidades espacifrcas de formaci6n de productos (Qp) en funci6n de la 

concentraci6n de glucosa (N). (+) Qcrtrico. (m) QeritroI, y (0) Qgiice1-01 
ex- en g de productd(g de biomasaeh). 

Nota: La discusi6n & los polioles (eritrol y glicerol) se reserva para el pr6ximo capitulo. 
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En  la  Figura 5.9 se muestran los rendimientos de producci6n de biomasa, &ido 
cítrico,  entro1 y glicerol  con  respecto a la  glucosa  consumida. Estos resultados 
sugirieron una desviaci6n en el metabolismo, en  la que a  concentraciones bajas de 
glucosa, A. niger consumí6 el  sustrato para formar sus propias  estructuras celulares; en 
tanto  que a  concentraciones  elevadas, el hongo desvi6 su metabolismo hacia la  sintesis 
de otros productos  (principalmente &ido  cítrico). 

Para  concluir  esta  sección  conviene  hacer  una  reflexi6n  que consiste en  el 
planteamiento de que los parSnaetros cinéticos  no  son  realmente constantes;  puesto  que 
las condiciones  ambientales cambian en  todo momemto y el  microorganismo  responde a 
esta influencia extema modificando su  metabolismo y por lo t a n t o ,  sus velocidades  de 
cracimiento, consumo de sustrato y formaci6n de  productos. 

Las variaciones de los pardmetros cin6ticos pueden  ser  explicadas debido a que 
cuando  el microorganismo crece, o c w n  los siguientes  eventos  que afectan su 
metabolismo: i) el sustrato se consume y el  potencial  osm6tico  del medio aumenta,  lo 
que implica  que  disminuye la  concentraci6n  intracelular de osmorreguladores y aumenta 
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el turgor celular, y una ~ t a  metab6lica  inhibida  puede  volver  a  ser  funcional;  tambidn, 
puedkn existir  cambios  en  la  composici6n  de la membrana celular modificando  el 
transporte de moléculas al interior y exterior  de  la  célula.  ii)  la síntesis de algún producto 
puede  inhibir  enzimas y prov&ar  desviaciones  metab6licas. iii) si el pH  no se controla, 
se  modifica y causa  inhibici6n  enzimática; si se  controla,  disminuye el potencial 
osm6tico  al  aumentar  la  concentraci6n  de  sales y causa #dida del turgor celular, 
aumento  de  osmorreguladom y modificaci6n  del  metabolismo.  iv)  la densidad de 
empaque  celular  determina  la  continuidad  en el crecimiento. 

En los  experimentos reportados en este  trabajo  ocurrieron  cambios  en  la 
osmolaridad del medio  como  se  mostr6 en la Figura 5.4, en  donde la Aw aument6  en  el 
curso de la fementaci6n. Adem&, tuvo lugar la síntesis de  productos y la caída del pH, 
lo  que  sugiri6  que  los  padmetros  cindticos  no  son  constantes  en  la  historia d e l  cultivo 
(por citar un ejemplo, v h e  la Figura 6.4a). 
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Fig. 5.9. Rendimnientos de la formaci6n de biomasa y productos  con respecto al sustrato 
cmumido (Yx/s, Ypk) para el tiempo final de la fennentaci6n. (*) biomasa, 
(w) kid0 cítrico, (0) entro1 y (X) glicerol. 
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5.2 BALANCES DE MATERIA Y ENERGIA 

Los balances de materia  y  energía son ampliamente usados en biotecnología, 
principalmente para conhrmar la  consistencia  y  confiabilidad  entre  el  consumo  de 
sustratos y la síntesis  de  productos  cuantificados  experimentalmente. Para lograr un 
balance  completo, es necesario  medir  la  mayoría de l a .  variables  incluidas  en un proceso 
bio16gic0,  como son los collsumos de fuente de carbono,  nitr6geno y oxígeno;  y  la 
producción de  biomasa.  producto(s)  y COZ. 

Los balances de materia  y  energía  propuestos por Erickson  y col.  (1978),  se 
fundamentan  en  que  el  calor de reacci6n por electrón  transferido  al  oxígeno por parte de 
una gran variedad  de molcCulas orghicas, el ndmero de electrones  disponibles por 
&tomo de carbono  en  la  biomasa  y  la  fracci6n  en  peso  del  carbono  en la biomasa  son 
relativamente  constantes. 

La ecuaci6n  del  balance  de  materiales  para  el  crecimiento  microbian0  (Erickson  y 
col. 1978)  se  representa por: 

CHmQ + aNH3 + & = YcCHpOnNq + zCH@sNt + (l-yc-Z)COz +cH20 Ec. 5.3 

donde CHmQ es la  composici6n  elemental'  del sustrato orghico que se emplea  como 
fuente de carbono  y  energfa,  CHpOnNq es la  comp0sici6n  elemental de la  biomasa  y 
CH@,Nt es la  composici6n  elemental  del  producto.  a, b, c  y d(  l-yc-z),  son  los m o l e s  de 
NH3, 02, Hz0 y  COZ,  respectivamente, por &tomo-gramo de carbono (at-gC) del 
sustrato orghico. yc y z son  los  reridimientos de carbono  en  la biomasa y carbono  en  el 
producto,  respectivamente,  en  relaci6n  al  carbono  del  sustrato  consumido. 

De un balance de materia  y  energfa, se puede predecir  que  las  necesidades  del 
microorganismo por el  oxígeno, se encuentran  determinadas por los electrones  que  le 
sed tranferidos. De un balance de  los  electrones  disponibles para cada  componente  de 
la  ecuaci6n 5.3, se  llega  a: 

7s + M-4) = Y C B  + 2% Ec. 5.4 

donde ys, y yp son  los grados de reductancia del sustrato,  biomasa  y  producto, 
respectivamente. El grado de reductancia se encuentra  relacionado con  el número de 
electrones  disponibles que pueden  ser  transferidos  al  oxigeno. 

Rearreglando la  ecuaci6n 5.4, se  tiene  que: 

4 w s  + Yc"ys + zrP/rs =1 Ec. 5.5 
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dondeel primer &nino representa  a  la  fracci6n  de  electrones  transferidos al oxígeno,  el 
segundo (q = yc'ydlls)  representa  a  la  fracci6n de electrones  transferidos  a  la  biomasa o 
bien,  expresa  la fracci6n de energfa  del  sustrato  organic0  contenida  en  la  biomasa  y  el 
tercero (cp = zwvs) representa  a  la  fracci6n  de  electrones  transferidos  al producb o la 
energía  contenida  en  el  producto. 

De un  balance de N de la ecuaci6n 5.3, se tiene  que: 

a = yc*q + z*t Ec. 5.6 

pero como el  N no es  consumido para la  sintesis  del  producto,  entonces t d  Y 5.6 Puede 
replanteme como: 

En este trabajo, los balances de materia y energia se aplicaron  a las 
fermentaciones realizadas para verificar  la  consistencia  entre los consumos de sustratos 
y  la  formaci6n de productos, y para corroborar  la  confiabilidad de los rendimientos 
obtenidos. 

En  general,  el  contenido de nitdgeno en  biomasas íihgicas se ubica  entre  4  y 7% 
(Scragg,  1988).  En  el caso de la biomasa  micelial  de Penicillium bqucfonii, Larroche y 
Gros (1992) -ambaron su  composici6n  y  establecieron  la siguiente f6rmula  elemental: 
CH1.882c)oj@0.087, lo cual significa que  contiene  el 4.9 5% de N. Si se asume un 
4% en  la  composici6n de N de la  biomasa  de A. niger (nivel minima) y se considera  que 
la  fracci6n  de  carbono  en  el  biomasa es de  0.48, la cual es relativamente  constante 
Wckson y  col,  1978),  la f6rmula elemental de Aspergillus niger en  el medio de cultivo 
pEvi"e &Sefiado (remitirse  a 3.3.1) serfa: cH1.8800.63N0.07. 

En  referencia al balance  de  Illateria  y  energla  representado en la ecuaci6n 5.3, las 
FES pueden  representarse  por el  siguiente  balance de materiales: 

CH20 + a H 3  + b0.L = YcCHl.8800.63N0.07 + xCHl.3301.17 + Y CH2.50 + 

Los coeficientes  de cada componente de la ecwi6n 5 .S se encuentran  en  la  Tabla 
5.3, donde  el  consumo de oxígeno  (b en la  ecuaci6n 5.4) se despej6  y  resolvió para cada 
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una de las fermentaciones,  considerando  los  datos  de  la  Tabla 5.1 (para los  tiempos 
iniciales y finales de la fermentaci6n). Se consider6  que los componentes de la  ecuaci6n 
5.8 contienen: 0.4 g de Carbondg de glucosa, 0.48 gUg de  biomasa, 0.375 gC/g de 
cítrico,  0.39 gCIg  de  eritrol y 0.39 gCYg de glicerol; encontrando  que b en F50 es muy 
pequeño ('Tabla  5.3);  en contraste con el consumido por el resto de  las  fermentaciones, 
el cual pennaneci6 alto y con ligeras  variaciones;  es decir que en el caso de F50, casi la 
totalidad de electrones  disponibles  en  el sustrato fueron  transferidos a la biomasa, 
pflejhdose en un alto q (Tabla 5.4); en  tanto  que,  en las otras FES, los  elearones 
transferidos a la biomasa (q) disminuyeron  al  mismo  tiempo  que  aumentaron los 
transferidos  al  producto; conforme la  concentraci6n de glucosa  inicial  aument6.  Cabe 
sefialar, que los  electrones  transferidos al producto  estuvieron  contenidos  principalmente 
en el &ido cítrico,  los  cuales  representaron  aproximadamente el 70% de  los  valores  en 
cp (Tabla 5.4). 

Por otro lado, tambib se  observa en la  Tabla 5.3 que la concentraci6n  de  &ido 
cítrico y entro1 se elevaron a medida que la glucosa aument6, excepto para F200, en  que 
el tiempo de fermentaci6n  fue tan largo que el eritrol  fue  empleado  como sustrato. 
Mientras  que el glicerol  fue  sintetizado  a partlr de F300. 

La disminuci6n  de  los q y el aumento de los b, tambidn  indicaron una desviaci6n 
en el metabolismo,  en  donde  la  energla  del sustrato orientada  hacia la formaci6n  de 
biomasa  disminuy6  al  aumentar la concentraci6n  inicial  de  glucosa;  mientras  que,  la 
energia canalizada hacia la fonnacih de producto aumentó. 

En los  balances de la Tabla 5.3, se  observa  que  la  composici6n  de N asumida en 
la biomasa,  coincidi6  con  los  moles de amodaco alimentados  en  fonna de (NH4)2SO4 
para  cada una de  las FES (a=q*yc), lo que sugiri6 que  el  crecimiento  estuvo limitado en 
N y que  la  conceneaci6n msxima de  biomasa  que se puede  llegar  a  obtener  es  de  52.5 
mg/gRS, que  fue similar a la biomasa mexima cuantificada  experimentalmente  en  las 
FES (Tabla 5. l), excepto para F400. 

De la ecuaci6n 5.7, puede estimarse q para cada UM de  las FES, obtenihdose 
valores  idknticos  a  los  reportados  en la Tabla 5.4, los  cuales  fueron  calculados para q = 
yC@ys. Esta comparaci6n  entre  ambas  estimaciones de q confirmaron: 
i) La limitaci6n por N en el medio de  cultivo;  ya  que todo el N alimentado  se. incorpo~? 
en la biomasa. 
ii) Que RO existieron  productos  (diferentes  a la biomasa) que contuvieran N. 



63 

iii) Que los rendimientos experimentales (yc) encontrados por el adisis en la f d 6 n  
de biomasa con nspecto a la glucosa consumida fueron confiables. 

Tabla 5.3 Resultedos de los balances de materiales en las 
fermentaciones de -o a la ecuackh 5.8. 
Coeficiente € 9 0  FlOO E200 F300 F400 
a 0.06 0.03 0.015 0.013 0.011 
b 0.01 0.48  0.6 1 0.56 0.5 1 
C 0.21  0.58 0.68 0.6 0.54 
d 0.05 0.49 0.57 0.53 0.46 
Yc 0.88 0.46 0.22 0.18 0.15 
X 0.04 0.03 0.21 0.2 0.27 
Y 0.03 0.02 - 0.07 0.09 
,z - - - 0.02 0.03 
Donde:a,b,cydsonlaemolee%ntrelacantidaddeglucosacontenidaen 
un btomo-gramo de Carbono (C) de NH3, @, H 2 0  y COZ, 
respectivamente. ye, x, y, e Boll loe rendimientoo  de carbono: en la biomaea 
(g de C de la b i o m d g  de C de la glucosa), en el deido dtrico, en el entro1 
y en el glicerol. 

Tabla 5.4 Distribuci6n de b 

0.01 0.48 0.56 0.5 1 
0.92 0.48 0.23 o. 19 O. 16 
0.07 0.04 O. 16 0.25 0.33 

Donde: 4bfys es la fracci6n de electranes disponibles en el sustrato transferidos ai 
&geno, q ea la hcci6n de electron= contenidos en la biomasa Cq=yc-&y8) 
y {p ea la fracci6n de electrones transferidos al producto que correaponde 
a la suma de lae fraccionea de loa electronee contenidoe en el dcido dtrico, 
eritml y glicerol. 

Nota: les discusioaes collcemjentcf al y al g k m l .  se& trstadss en siguiente capituh. 

Adem&; ea la Tabla 5.3 se destaca la alta produccih de Co;! y agua en las FES. 
La humedad fue medida en el transcurso de las fermentaciones y se muestra en la Figura 
5.10, donde puede apreciarse un incmmento progresivo. Los valores experimentales de 
humedad al final de la fermentaci6n fueron similares a ¡os calculados en la Tabla 5.3. 
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5.3 CONCLUSIONES 

Las fases de atiaptacih en A. niger no heron afectadas al aumentar la 
concentraci6n de glucosa  en  las  fermentaciones. 

Las velocidades especificas de crecimiento fueron afectadas ligeramente al 
aumentar la  concentraci6n inicial de glucosa, disminuyendo de 0.35 a 0.2 h-1 con  el 
aumento de 50 a 4OOg/l de glucosa. Los padmetros de esta baja inhibici6n por sustrato 
fueron: Ki de 259 g de glucoSan y una p,, de 0.4 h-1. 

En la fermentaei6n a 300 g de glucosafl (a la Aw de 0.95) se obtuvo un rmlximo 
en  esporulaci6n de 1.4 109 esporas/gRS, que podaa relacionarse  con la elevada 
producci6n de &ido citriw. La producci6n de &ido cftrico maxima en F300 fue de 85 
g / l ,  el rendimiento de 0.385 (g/g) y la productividad de 1.21  g/(g*l); de las cuales, la 
protiucci6n y la  productividad  fueron superiores a los nportadas en cultivo liquido. 

Confonm la concentraci6n de glucosa aumcnt6 (de 50 a 400 @), el rendimiento 
en la formaci6n de biomasa por glucosa collsumida (Yds) disminuy6 ,pgmivamente 
(desde 0.73 a 0.13). Este comportamiento del Yds sugiri6 una desviaci6n en  el 
InetabOliSmO. 
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Con  balances  de  materia  y  energía  se  verificó  la  consistencia  entre los consumos y 
los  productos,  se  evidenció  una  limitación por nitrógeno  en  las  fermentaciones  y se 
probó  la  confiabilidad  de  los  rendimientos  cuantificados  experimentalmente. 

Los balances  de  materia y energía  indicaron  una  desviación  en  el  metabolismo,  al 
comparar la  distribucih de los electrones  disponibles de la  glucosa  en la biomasa y 
productos;  observando  que,  cuando la concentración  inicial  de  glucosa  se  incrementó, 
los  electrones  transferidos  a  la  biomasa  disminuyeron,  mientras que los  transferidos al 
producto  aumentaron. 

Se propone  este  sistema  de FES para la producción  de  dcido cítrico, realizando 
algunas  modificaciones  en el medio  de  cultivo. 

5.4 Perspectivas de aplicacih 

La alta  producción y productividad  de  ácido  cítrico  en  el  presente  trabajo 
(superiores  a  las  reportadas  en  fermentación  sumergida (FSm)) podrían ser influenciadas 
por la  resina empleada  como  soporte,  la  cual  manifiesta  una  gran  afinidad por los iones 
citrato  (ver  Anexo A), pudiendo  incorporarlos  en su matriz  y  minimizar dc  esta  manera 
el efecto  inhibitorio  que  pudiera  tener  sobre su propia  síntesis. Por consecuencia,  este 
sistema  de FES puede  usarse  para  la  producción y separaci6n  de  &ido cítrico. 

Una idea similar  a esta propuesta,  es la fementaci6n  extractiva  de  ácido  láctico 
(Srivastava y col.  1992), que consiste en hacer  pasar  por  una  columna  empacada con 
una resina  de  intercambio  iónico, un caldo  de  cultivo  proveniente  de  una  fementaci6n 
lklica (GII FSul), la resina a d s o ~ k  e1 lactatu y e1 caldo vuclvc a incorpomc al ' 

fermentador. Los rendimientos y las  productividades  heron  aumentados  con  la  adopci6n 
de esta técnica. 

Los elementos traza tienen un efecto  negativo  en la producción  de  ácido cítrico 
(Marison,  1988b), su  rendimiento,  producci6n  y  productividad podrían ser mejorados 
con el rediseño  del  medio  de  cultivo. Las modificaciones  del  medio  se  sugieren por la 
comparación  entre  las  concentraciones  de  los  elementos  traza  manejadas  en  este  trabajo 
y los reportados  en FSm por  Roukas y Kotzeludou (1987) (Tabla 5.2). 

En este  contexto,  Jernejc y col. (1989) investigaron  la  función  del  manganeso  en 
la producción  de  ácido cítrico, encontrando  una  inhibici6n  del 80% en  una  fermentación 
con l .  1 mgfl  de  Mn2+  con  respecto  a  otra  con  10.2  mg/l  de  Cu2+  y  sin  M&+. 
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Las concentraciones  de  M&,  empleadas  en  este  trabajo  fueron  superiores a las 
manejadas  por Jernejc y col. (1989); sin embargo,  eso  no  significa  que  al  eliminar  el 
Mn2+  en la FES se obtendrh producciones  que se elevarfin  en  aproximadamente  el 
100%. Probablemente  los  fen6menos  inhibitorios  en FSm sean  diferentes  a los presentes 
en FES, pero constituye  una  información  que  merece  considerarse. 

Tabla 5.5 Comparación del efecto de los elementos  traza en la producci6n de 
&ido citric0 por FES y FSm. 
Catión  Concenuaci6n  Concentracidn % inhibición*  MC (m@) 

Mn&+ 0.056 O. I46 21 1.57 
Zn2+ 0.075 0.17 42 5 
CO2+ o 0.5 51.5 0.43 
cu2+ O 0.5 IO 0.4 1 
Ca2+ 2 100 53 175 
Los datos (*) fueron tomados  del artículo (en FSm) de Roukas y Kotzekidou 
(1987). MC es  el  medio de cultivo empleado  en este trabajo. 

6ptima (mg/l)* inhibitoria (mgA)* 
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6 EFECTO DE LA CONCENTRACION DE GLUCOSA EN LA  PRODUCCION 
DE ACID0 CITRIC0 EN A. niger 

En este  trabajo, la principal  variable  de las fermentaciones  fue  la  fuente  de 
carbono y energía.  Por  consecuencia, a medida que  se  aumentcj la concentración  de 
glucosa en  el  medio,  el  potencial  osmótico  disminuy6. El mecanismo  que los hongos 
poseen  para  hacer  frente al estrés  osmótico  es  esencialmente la osmorregulación,  que 
involucra la síntesis  de  polioles  (ver  sección 2.5.1). Sin  embargo,  a  pesar  que  estos 
solutos  compatibles  se  distinguen por proteger  algunas  actividades enzidticas (Brown, 
1978) y causar  los  mínimos  efectos  inhibitorios  a  nivel  del  crecimiento  microbiano;  se 
ha  encontrado  que  el  glicerol  inhibe  la  actividad  de  la isocitratodeshidrogenasa 
(ICDH),  a  la  cual se responsabiliza  de la acumulación  de  ácid0 cítrico (LegiSa y Mattey, 
1986a y b, 1988; LegiSa y Kidric,  1989). 

El propósito  de este análisis fue contribuir al establecimiento  de los mecanismos 
de  osmorregulación  en A. niger en FES, como  consecuencia  del  incremento en la 
concentración  de  glucosa  en FES. Ademis,  se  investigó  quien  es el principal  soluto  que 
intervino  en la osmorregulación y la funci6n  que  desempeñó  el  glicerol  en  la 
acumulaci6n de &ido cítrico. 

6.1 OSMORREGULACION 

Los linicos  polioles  que  se  biosintetizaron  en  las  fermentaciones  de esta 
investigacih fueron  el  eritrol y el  glicerol, los cuales  tienen  la  característica  de ser de 
cadena corta, lo que  implica la mínima  inhibición  de  enzimas  (Brown, 1978). 

6.1.1 Eritrol 

En la Figura 6.1 se  presenta  la  producción  de eritrol en  funci6n  del  tiempo de 
fermentación. La biosíntesis  del  eritrol  se  inici6  a  partir  de  las 30 h de  fermentación y su 
producción  se  prolongó  dependiendo  de  la  concentración  inicial  de  glucosa. La 
velocidad  en la produccih del eritrol  aumentó  al  incrementar la concentración  de 
glucosa,  con  excepcidn  de F400 que  disminuye (Fig. 5.5). Sin  embargo,  las  cinkticas  de 
producción  de  eritrol  en F300 y F400 fueron  parecidas,  sugiriendo  que el eritrol 
osmorreguló  cuando las  condiciones  osmóticas  del  entorno  no  fueron  severas (F50, 
FlOO y F200). Cabe  mencionar,  que la  síntesis  de  eritrol  aumentó  con el tiempo y 
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continuó  su  ascenso  aún  después  que  el  crecimiento ces6, lo que  sugirió  que  parte  del 
eritrol  es  excretado;  además  las  concentraciones  que  alcanzó  fueron  superiores a las 
reportadas por Adler y col. (1982) como  conccntración  intracclular para Aspergillus 
niger (hasta 0.6 pmoles/mg  de  biomasa  en un medio  con 12% de  NaCI). En FlOO y 
F200. se observ6 un consumo de eritrol en las etapas finales  de la ferment;lcibn, con l o  
que se mostri, que adicionalmente de su papel como osnwrregulador,  también p u d e  
funcionar  como  carbohidrato  de  reserva.  Esto  ocurrici  cuando  la  glucosa  se  agotci y la 
influencia  del  reducido  potencial  osmótico  desapareció  (Blomberg y Adler,  1992). 

Tiempo (h) 

6.1.2 Glicerol 

El glicerol  s610  se  biosintetiz6  a partir de F300, lo que indicó que su papel  como 
osmorregulador  fue  requerido por A. niger a  actividades  de  agua  menores  a 0.92, 
cuando  se  utiliza a la glucosa como depresor  de  la A w  (Fig. 6.2). 



70 

41 I 

: 
8 2 -  

L 

O 
L. 

.c1 

9 
Ei l -  

W 
d 

j. 

0, 1 8 

O 10 20 30 40 50 60 7 0  80 90 100 

Tiempo (h) 

Fig. 6.2 Cinetica de producci6n  específica de glicerol  para F300 (+) y F400 (A) 

En la Figura 6.3 se  presenta  la  concentraci6n  de  polioles (pnoledmg de  biomasa) 
a l a s  40h de cultivo,  es  decir  cuando cesó del  crecimiento,  donde  puede  observarse  que 
al incrementar  la  concentración  de  glucosa  inicial,  la  biosíntesis  de  polioles  aumentó, y 
que  el  principal  osmorregulador  en  estas  fermentaciones fue el  eritrol.  Este  resultado no 
concuerda  con lo reportado  por  Adler y col. (1982), quienes  encontraron al glicerol 
como  el  principal  osmorregulador  en A. niger, empleando  NaCl  como  depresor  de  la 
Aw.  Esto parecería indicar que  el  soluto  externo  influencia  al  tipo  de  soluto acumulado 
intracelularmente, pero no  en  la  relación  sugerida por Adler y col. (19821, quienes 
comentaron  que el  glicerol  es  el  soluto  que  preferentemente  emplea A. niger bajo un 
est&  salino y que los medios  con  una  concentración  elevada  de  azúcar  promueven la 
acumulación  de  polioles  de  cadena  larga  (por  ejemplo  manit01 y arabinitol). 

. . . . . . .. - . . . .. ~ . . . .. .. 
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Fig. 6.3. Producci6n de polioles a las 40 h de fermentación. 
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6.2 PAPEL  DEL GLICEROL EN LA  ACUMULACION DE ACID0  CITRIC0 

LegiIa y Mattey (1986a y b) fueron  los  primeros  en  proponer al glicerol  como 
iniciador  de la acumulación  de  ácido cítrico en  cultivo  líquido  con A. niger. Su 
propuesta  se  fundamenta  en  estudios  enzimáticos  en  los  que  detectan la actividad  de 
enzimas  que  regulan la ruta  pentosafosfato (HMP) (glucosa-6-fosfato-deshidrogenasa 
(G6PDH) y 6-fosfogluconatodeshidrogenasa (6PGDH)) y la  glucólisis (EMP) (6- 
fosfofructocinasa (GPFK)) (LcgiPa y Mauey, 1988). Se eiumt~6 que en el  inicio  del 
cultivo  (después  de la genninación  de  esporas), el metabolismo d e l  hongo  procede por 
la ruta HMP y la síntesis  de  gli&rol  funciona  para reoxidar el excedente  de 
NADPH+H+  generado  por su funcionamiento. La concentración  intracelular de ghcerol 
que  se alcanza es  capaz  de  inhibir  a la isocitrato-deshidrogenasa (ICDH) y el  citrato 
empieza  a  acumularse  dentro  de  la  célula  (LegiSa  y  Kidric,  1989). A su vez  el  citrato 
acumulado  inhibe a la 6GDH, con  lo  que se detiene el metabolismo  vía HMP y se  activa 
el funcionamiento  de  la  glucólisis,  suspendiendo  la  biosíntesis  del  glicerol. La 
acumulaci6n  de  ácido cítrico  inicia  lentamente,  pero  se  incrementa  a  medida  que  el 
glicerol  se  consume. 

En relación a esos antecedentes, en este  trabajo  se  intentó  relacionar  la 
acumulaci6n  de  ácido cítrico con la biosíntesis  de  glicerol.  Las  Figuras 6.4b y 6.5 
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representan la biosíntesis  de glicerol, ticido cítrico y biomasa  en funci6n del  tiempo  de 
fermentaci6n  para F300 y F400. La biosíntesis  de  glicerol  se  inició al mismo  tiempo  que 
el  arranque  del  crecimiento y alcanz6 su valor  m5ximo justo cuando  el  crecimiento se 
detuvo,  siendo  en  ese  momento  cuando  comenzd  la  síntesis  de  citrato. 
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Fig.6.4a  Cambios  en  las  velocidades  específicas de consumo  de  glucosa (Qs) en F300. 
Nota: En este anfilisis, se ajustó al consumo de glucosa un polinomio  de  grado 

5, se derivó y se dividió  a  cada  tiempo entre la  biornasa,  considerando 
que la  biomasa  se  mantiene  constante  cuando  llega  a su máximo valor. 

Fig.  6.4b. Cin6tica de  producci6n  de  glicerol y kido cítrico durante el crecimiento en F300. (m) 
biornasa  (mg/gRS), (O) &ido  cítrico  (rng/gRS) y (e) glicerol (mg/gRS). 

Además  de  lo  encontrado  en  los  trabajos  de  LegiSa y Mattey, en la Figura  6.4b  se 
muestra  que  cuando la  concentraci6n  de  glicerol  lleg6 a su  nivel  más  bajo (55 h), se 
inició  el  cambio  de  morfología  del  hongo  de h f a  a  espora,  manteniendo la misma 
velocidad  de  síntesis  de  ácido cítrico. Una  vez  que  el  ácido cítrico  alcanz6  la m b a  



73 

concentración,  se  reinició la síntesis  de  glicerol  y  el  &ido  cítrico  comenzó  a  ser 
consumido. Al parecer, el ácido  cítrico  alcanzó  una concentracih lal que  inhibió  a  la 
enzima  clave  del  funcionamiento  de  la  glucólisis,  la  fosfofructocinasa  (Voet  y Voet, 
1990a).  Dicha  ruta  es la que  sustenta  la  actividad  metabdica  durante  la  producción  de 
Bcido cítrico (LegiSa y Mattey,  1988)  y  puede  ser  que  se  haya  reactivado  la  6PGDH, 
permitiendo la continuidad  del  metabolismo vía HMP. 

En la  Figura 6.5, la  concentración de  biomasa  y  de  glicerol  máximos  no se 
ubicaron  en  el  mismo  tiempo  de  fermentación  en F400. Sin  embargo,  el  primer  pico  de 
glicerol  coincidió  con el inicio  de  la  biosíntesis  de  cítrico y el  nivel mínimo en  glicerol 
coincidió  con el inicio  de  la  esporulación. Se observa  que  la  velocidad  de  producción  de 
cítrico no fue tan alta como  en F300 (Fig.6.4b),  probablemente  porque  las 
concentraciones  de  glicerol  no  disminuyeron  tanto  como  en F300, ya  que  también 
desempeñó un papel  como  osmorregulador,  debido a que los potenciales osmriticos en 
el medio  de F400 son  más  reducidos  que  en F300. En F400 pueden  apreciarse más 
etapas  de  regulación  que  en F300, pero  se  encuentran  sincronizadas,  en  el  momento  en 
que el glicerol se mantuvo  en  su  nivel  mínimo,  el  ácido se  produjo  a  una  velocidad 
constante, y al  mismo  tiempo que la síntesis  de  glicerol  reinició, la formación  de  cítrico 
se  detuvo. 

40 1 
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10 70 00 80 100 

'O - m1 
Fig. 6.5. Cin6tica  de  produccibn  de  glicerol y &ido chico durante  el  crecimiento  en 

F400.(W) biomasa (mg/gRS), (O) kid0 cítrico (mg/gRS) y (*) &cero1 
(mg/gW.  
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Otra  manera  de  evidenciar  el  funcionamiento  alternado  de  las  rutas  metabólicas 
fue  con la variaci6n  del  coeficiente  metaMlico (Qs) como  se muestra  en  la  Figura 6.4a, 
donde  se  presenta la trayectoria de Qs en  funcihn  del  tiempo  para F300. Los tiempos  en 
que  ocurrieron  las  inflexiones  de  las  curvas  correspondieron  a los cambios  de rutas 
metabólicas  pronosticadas  con los niveles  en  las  concentraciones  de  glicerol y ácido 
cítrico. 

Finalmente,  cabe  señalar  que  la  producción  de  ácido. cítrico en F200 fue  elevada 
aunque  no  se  haya  detectado  la  presencia  de  glicerol.  Evidentemente, el glicerol  en  esta 
fermentación  no  actuó  como  iniciador  de  la  síntesis  del  ácido y llama  la  atención  que 
nuevamente, la acumulación  de kid0 cítrico  se  inició  justo  cuando  la  biomasa  alcanzó 
su nivel máximo y el pH  su  nivel  mínimo. Legila y Mattey (1989) encontraron  una 
disminución  en  el pH intracelular  (de 7.1 a 6.5) relacionada  con  la  caída  del pH 
extracelular  cn A. niger y como  bien sc sabc,  la actividad  de las enzima dependen  del 
pH, por lo que  el pH influencia  las  velocidades  metabólicas.  Meixner-Monori y col. 
( 1986)  investigaron la extrema  sensibilidad  de la ICDH ante  las  condiciones  ligeramente 
Acidas,  pudiendo ser Csta  una  raz6n  por la que se acumula  el  ácido cítrico  en  las 
fermentaciones,  pero la inhibici6n  de la ICDH  pudiera ser potencializada  por la 
intervención  del glicerol. 

Tiempo (h) 

Fig. 6.6. Influencia del pH en la  acumulaci6n de &ido cítrico en FWO.(.) biomasa 
(mg/gRS), (0) kid0 cítrico (mg/gRS) y (A) pH. 
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63 CONCLUSIONES 

Los polioles  responsables de la osmorregulación de A. nzger en FES (con  glucosa 
como  soluto  depresor de la Aw) fueron  el  entro1 y el  glicerol;  de  los  cuales, el entro1 
fue el que  actud  como  principal  osmorregulador.  Por  su  parte, el glicerol  sólo se produjo 
a  las  concentraciones  iniciales de glucosa de 300 y 400 gil, lo que sugirid que  fue el 
osmorregulador  empleado  en  condiciones  osmóticas  extremas. 

El glicerol  se  biosintetiz6 al inicio  del  crecimiento y se mostr6 que al igual  que en 
cultivo  líquido  fue  el  iniciador  de  la  acumulacidn  de  ácido  cítrico.  Posteriormente, 
cuando  la  biosíntesis de glicerol  volvió a ocurrir, la producción  de  ácido  cítrico  se 
detuvo y viceversa,  resultando  evidente  la  influencia  que  uno ejerce sobre la síntesis  del 
otro. 
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7 CONCLUSIONES GENERALES 

El tratamiento propuesto para minimizar la capacidad de inmcambio i6nim de la 
resina  consisti6 en mantenerla  con  una  soluci6n de SO4= y H2PO4-. Estc tratamiento se 
justific6 al comparar el CompOrEQmiento que A. niger mostr6 en las FES empieando 
como soporte a  una  resina no tratada y a una tratada. 

En FES, las fases de adaptaci6n de A. niger no  fueron afectadas al aumentar la 
concentraci6n  inicial  de  glucosa  de 50 a 400 g/l. 

Las velocidades  espaxfficas  de  crecimiento  disminuyeron  de 0.35 a 0.2 h-1 al 
aumentar la  concentmci6n  inicial  de  glucosa  de 50 a 400 g/l.  Los padmetros de esta 
inhibicidn  por  sustrato  fueron: Ki de 259 g de glucosd y c(max de 0.4 h-l. 

Conforme la concentraciiln  de  glucosa se incrementó,  el  rendimiento  en la 
fonnaci6n  de  biomasa por glucosa  consumida (Yds) disminuy6 progresivamente  desde 
0.73 a 0.13.  Este  comportamiento  del Y d s  sugiri6 una desviaci6n  en el metabolismo. 

En la  fermentaci6n  con 300 g/l de  glucosa  se  obtuvo un msximo en  esporulaci6n 
de 1.4*109 esporas/gRS y se  alcan26 una  producci6n dma de 85 g/l de  ticido cftrico, 
un rendimiento  de 85 (g/t) y una  productividad  de 1.21 (g/!( l*h)) que  fueron 
superiores  a  los  reportadas  en  cultivo  liquido. 

Los polioles  detectados  responsables  de  la  osmorregulaci6n  de A. niger en FES 
(con  glucosa  como  soluto  depresor  de  la Aw) fueron el eritrol y el glicerol;  de  los 
cuales, el principal  osmorregulador  fue el eritrol. Por su parte, el glicerol sólo se 
produjo  a  las  concentraciones  iniciales  de  glucosa  de 300 y 400 g / l ,  lo  que  sugirió  que 
fue  el  osmorregulador  empleado  en  condiciones  osm6ticas  extremas. 

Al igual  que en cultivo  liquido,  el  glicerol  mostr6  que  es el iniciador  de la 
acumulaci6n  de  &ido  cftrico.  Posteriormente,  cuando  la  biosintesis  de  glicerol  volvi6  a 
ocumr, la producci6n  de  ticido citrico  se detuvo y viceversa;  resultando  evidente la 
influencia  que ejerce el uno  sobre  la  síntesis  del otro. 
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ANEXO A 

Tratamiento de la resina 

A.l Influencia sobre la retenci6n de proteiga del tiempo de exposkh y de la 
concentración de foet.taS en el tratamiento de Lo resina. 

TaMa A.l  Efecto del  tiempo  de  expasici6n y de la ConcentradcM de fosfatos en 
el tratamiento  de la resina,  teniendo  como variable de respuesta a la retencibn 
de  seroalbúmina. 

Tiempo (dn) 
Fdatos (M) 30 60 180 

%* %I* %* 
0.25 45.2 47.5 33.8 
0.50 11.6 00.0 00.0 
0.75 11.1 00.0 00.0 
1 .OO 14.1 00.0 00.0 

*porcentaje de  proteína  retenida ( promedio de  dos  valores). 
Tratamiento: lgRS+4ml de KH2PO4 (24 "C). Se lav6,  se sec6, se le &di6 4 m1 de 
seroalbbina bovina (I@) (exposición de  4h) y se analiz6 la  proteína  en el 
sobrenadante  (Bradford, 1976). 

Los datos  de la  Tabla  A.1  se  analizaron  con el paquete  estadistico SAS, mediante 
un ANOVA y una  prueba  de  medias  de  Duncan. 

ANOVA u = O.OOO1 (modelo  estadístico:  la  retención  de  proteína  depende de la 
concentracih de  fosfatos  en el tratamiento  de  la  resina)  (los  niveles  de  tiempo 
estudiados  no  fueron  significativos;  por  lo tanto, no se  incluyeron  en el modelo 
estadístico). 
PruebadeDuncan: A 0.25 M 

B 0.50 M 
B 0.75 M 
B l.00M 

Nd.: Los tratamientos con diferente letra a  la i z q u i e r d a  son difaentes estdsticamente en su respuesta a  la 

proteína menida.  

"".""._I___ "" II__._.. 



A.2 Sorción isotérmi& de proteha em f u n c h  de la concentraci6n de fosfatos. 

% -  
Proteins no retenida 

100 - 

.eo  - 

60 - 

40 4 I I I 

O 0.2 0.4 0.6  0.8 1 

KH,PO,(M) 
Fig. A. 1 Curva  de saturaci6n de la resina con fosfatos. 

Tratamiento:  la resina se trat6 con  diferentes  concentraciones de KH2PO4 (lh de exposicib) y se 

cuantific6 la proteha no retenida en la resina tratada (con el mismo tmtamiento  de  la  Tabla A.l). 

Los resultados  de A.l y A.2  conducen a  las  condiciones  del  tratamiento  de  la 
resina con fosfatos: 1 h de exposición  de la resina  con  una  soluci6n 0.5 M de KH2FQ4, 
en  una relaci6n 1:4. 

A3 Retención de biomasa, glucosa y urea en la resina 

A Ig de RS (tratada  con fosfatos, Rp), se  le adicionó 4 ml de suspensión  de 
biomasa (2.5 g/l de micelio de A. niger) o solución de glucosa (1 g/l) o solución de urea 
(20 g/l), se manhlvo en  contacto  durante 3 h, se analiz6 el  sobrenadante  en  su  contenido 
de  proteína  con Lowry, de  glucosa  con DNS y de  urea  con Kjeldahl; y se comparó con 
un testigo  (solución respectiva sin  resina). 

Los resultados mostraron  que la biomasa, la glucosa y la urea no heron retenidas 
en la  resina  tratada  con  fosfatos (Rp). 



aa 

A.4 AnMisis pdminar de la interacci6n con dones  de una resina tratada con 
fadatos, con nitratas o datos. 

Tabla A.2 Interad6n de NaCl y (NH4hS04 con la RPN y la RPS 

Tratamiento agregada retenklos en el sobrenadante % 
meqdesaUgRS 

: RpN 

0.055 NaCl 0.02 NaCl 0.030 KC¡- ~~ 

0.020 KH2PO4 
0.005 N ~ N O ~  

I RPN 0.055 (NH4)2SO4 0.055 (NH4)2so4 (NH&so4 
0.020 KH2PO4 
0.030 NaCl 
0.005 N ~ N O ~  

' RPS 0.03 KH2PO4 0.01 KH2PO4 0.020 KH2po4 
0.002 (NH4)2SO4 
0.010 NaCl 

RPS 0.05 NaNO3 0.05 NaNO3 0.000 N ~ N O ~  
0.020 KH2PO4 
0.030 NaCl 

36 

100 

33 

1 0 0  

I 0.001 (NH&SO4 
% es el porcentaje  de ~tenci6n 
Tratamiento: a l g  de Rp se le agreg6 4 m1 de una solución  de NaNO3 0.5 N, se mantuvo 
en  contacto 1 h a 35 "C, dando origen a la RPN. El procedimiento anterior se repitió 
pero  usando una solución  de (NH4)2SOq 0.5 N, dando origen a la Rps. 
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A S  Efecto de la tempektura y de la concentración de sulfatos en el tratamiento de 
la resina, teniendo como variable de respuesta la adsord6n de  fodatos 

Tabla A.3 Efecto de la temperatura y de la concentrad6n  de (NH4)2SO4 en el 
tratamiento de la  resina,  teniendo como variable de respuesta la adsorcidn  de 
rosfatos. 

Tratamiento: lgRS+enl de (NH&SO4 (lh de exposicih). Se lav6, se sec4 se le añadió 
0.88 meq de KH2€'04/gRS (manteni6ndoee a 36 "C por lh). 

Los datos de la  Tabla A.3 se  analizaron  con el paquete  estadístico SAS mediante 
un ANOVA (modelo estadístico:  la  mtenci6n  de  ion=  fosfato  depende  de la 
temperatura y de  la  concentración  de  iones  sulfato  usadas  durante  el  tratamiento  de  la 
resina),  mostrando  que la temperatura no tuvo influencia  sobre  el  intercambio  de 
sulfatos  por  cloruros y que lo  Único  que afect6 dicho  intercambio son las diferentes 
concentraciones  de  sulfato  que  se  manejaron  durante  el  tratamiento. 
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A.6 Tratamiento con dtrato 

Tabla A.4 Intercambio  i6nico de una resina tratada Citrato. 

I meqdesal/gRS 
retenidas enelaobremwbnte % 

RC 0.05 NaCl 0.02 NaCl 0.03 NaCl 40 
0.02 Citrato 

Rc 0.05 KH2PO4 0.05 KH2PO4 0.00 KH2PO4 
0.03 NaCl 100 
0.02 Citrato 

RC 0.05 N ~ N O ~  0.05 N ~ N O ~  0.00 N ~ N O ~  
0.03 NaCl 100 
0.02 Citrato 

Rc 0.05 (NH4)2SO4 0.05 (NH4)2SO4 0.00 (NH4)2SO4 100 
0.03 NaCl 
0.02 Citrato 

Rc 0.56 (NHq)2SO4 0.43 (NH4)2SO4 0.13 (NH4)2SO4 77 
0.29 NaCl 
O. 14  Citrato 

46 ea el porcenw'e de retenci6n del i6n analizado. 
Rc = resina tratada con 3.96 meq/gRS (lh a 35 'C). En cualquier  soluci6n 
agregada a  la  resina, se obtiene un pH final en el sobrenadante  de 4.5 



A.7 Tratamiento con citrato y sulfato 

Tabla A.5 Intercambio i6nico de una resina tratada con citrato y su 

agregados ret.enidoa e n e l s o b l w l a d a n t e l %  

0.37 (NH4)2SO4 98 
O. 18  NaCl 

meqdesal/gRS 

RS 0.56 Citrato 0.55 Citrato 0.01 Citrato 
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ato. 

FQs O. 14 NaCl 0.02 NaCl 0.12 NaCl 14 
0.02 Citrato 

Rcs O. 15 KH2PO4 0.1 1 KH2PO4 0.04 KH2PO4 
0.09 NaCl 73 
0.02 Citrato 

R(-s 0.14 NaNO3 0.14 NaNO3 0.00 NaNO3 
0.12 NaCl 100 
0.02  Citrato 

L Rcs 0.1 8 (NH4)2SO4 O. 13 (NH4)2S04 0.05 (NH&S04 72 

% es el porcentaje de retcnci6a del i6n u d h d o .  
Rs = resina tratada con 4.2 meq/gRS de ( m 4 ) 2 s o 4 ,  Rcs = Rc tratada con 4.2 

0.13 Citrato 

rneq/gRS de  (NHq)2S04 

Estos  resultados  mostraron  que  cuando un anión  no  estuvo  contenido  en  la  resina, 
fue  adsorbido  independientemente  de su afinidad por ella. Ademk, el  citrato es un 
ani6n  muy afín a la resina y puede  predecirse  que si se  produjera  como  consecuencia  de 
desviaciones en el metabolismo  de A. niger en las ES, el citrato  sería  atrapado 
rtipidamente por los grupos amonio  de la  resina. 
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A.8 Deserción de donvos en la resina con iones hidrdxido y sulfato. 

2 ,  
meq CI -/gRS 

T1 TZ T3 14 TS TO T7 Ta 
NUMERO DE TRATAMIENTOS 

m NaOH m (NH+)zSO* 

Fig. A.2. Desorci6n de cloruros en resinas tratadas con NaOH y (NH4)2SO4. 

Nota: A lg de Fina h6meda (RH) se le agreg6 2 ml de NaOH 3M o 2 ml de (NH4kSO4 2.2 M, se 
mantuvo en contacto lh a 35 "C. se filtr6. se analin5 el contenido de clonuos por HPLC (ver 3.7.5) y se le 

.' agreg6 soluci6n nueva,  el procedimiento se repiti6 hasta completar ocho tratamientos. 

A medida  que  transcurrieron  el  número  de  tratamientos,  la  cantidad de c l o m s  
fue  disminuyendo,  lo  que  signific6  que h e  necesario  aplicar  a la resina  varios 
tratamientos  sucesivos (al menos  cuatro)  para  eliminar  a  los  iones c l o m s  que 
originalmente  contenfa y para  saturarla  con  los  nuevos  iones  del  tratamiento. Adenxis se 
encontr6  que  la  resina  tiene  una  capacidad de intercambio  i6nico de 3.4 meq/gRS. 
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ANEXO B 
Estimacih de la biomasa 

Los procedimientos  para la construccibn de l a s  siguientes curvas se reportaron  en 
el subcapftulo 3.9. 

B.1 Condiciones de concentracih de Bcido fod6rico y tiempo de reacción en la 
hidrdisis de micelio de AspergiUus niger. 

O '  I I 
I '  1 I I I 

O 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1 .a 1.4 

Conomntnolbn do H3P04(M) 

Fig. B. la. Efecto de la concentracidn de H3PO4 en la  hidr6lisis del micelio de A. niger, con un tiempo 
de hidr6lisis de 5 min. 



Fig. B. lb. Efecto del tiempo de rcacci6n en la hidhlisis del micelio de A. niger, con una conceutraci6n 
fija de H3PO4 0.25 M. 
Nota: se emple6 una suspensih de biomasa de 0.625 g / l ,  cultivada con 100 g de glucosdl inicial. 

B.2 Interferencias del  sistema  de fermentación con el m h d o  del colorante ligado 
a la proteha y compsraei6n entre la hidr6lisis hcMa y la hidr6Usds alcalina 

Tabla B.l Curvas  para  el estudio de las  interferencias con  el  mdtodo del 

1 
colorante ligado a las proteha.. 

Curva Rs Prot NaOH H7P04 MC Te 
a J J 
b J J J 
C J J J J 

d J J J 4 J 
A J J 
B J J J 
C J J J J 
D J J J J J 

J 

Donde Prot es la seroalbúmina  bovina (0.6666 @); RS es la resina tratada Beca 
(3.8.2); MC e8 el  medio  de  cultivo  (con 200 g/l de  glucosa); y Te  es un tiempo  de  reacci6n 
de 7miA a bafio marfa (agua a ebullición) para la hidr6lisis  duda y 5 min para la 
alcalina. 
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concentraciones  finales en l a s  curvas: Prot, de O a 109 bg/ml; MC, O. 15 d m l ;  RS, 0.1 g ~ ;  

NaOH, 0.5 M o H3P04,0.25 M. Se adicion6 agua ptoporcionalmente  para mantcnq en  cada  curva 
(por duplicado) el mismo volumen de liquido  adicionado (10 mUg Rs - 4 mU g mina h m ) .  
Desputs de la hidr6lisis. se centrifug6 y se analiz6 como en la  secci6n 3.9.1. 

0.6 
Ab-orbanota 

1 I , 1 I I 

0.02 0.04 0.06 0.08 o. 1 

mg protrlna/ml 
Fig. B.2 a. Curvas de seroalb6mina bovina con hidr6lisis &ida, considerando  los 
componentes del sistcma de fermentaci6n. Curvas: A (m), proteína y kido; B (9, 
proteha, aCido y caloc C (x), proteína.  &ido, calor y resina, D (+), proteína,  &ido,  calor, 
resina y medio de cultivo. 

Abaorbanola 

I 

0.5 

0.4 

0.3 

0.2 

o. 1 

O 

mg protetna/ml 
Fig. B.2 b. Curvas de ~edbúmina bovina con hidr6lisis compuesta  de forma 

aUaJ0ga a la fig. 6.2 a, pero usando iIlcali en lugar de &ido. a (+), b (*), c (x), d (0). A (m) se 
retom6 de la figura B.2 a. 
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Fig. B.3 Respuesta en  absorbancia d e l  adisis & proteína en biomasas cultivadas a diferentes 
concentraciones de glucosa con el mCtod0 d e l  colorante ligado a la proteha. (*) M, (+) 100, (S)  

200, (m) 300 y (X) 400 &idl. 
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