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RESUMEN

En este trabajo se estudiaron los patrones de produccion de acido citrico por Aspergillus
niger 10 en fermentacion en estado sélido (FES) utilizando espuma de poliuretano (PUF)
como soporte. Los resultados obtenidos demuestran que la acumulacion de cido citrico en
FES no depende de la presencia del glicerol producido en la fermentacion, sino de la
concentracion de glucosa e iones bivalentes; particularmente, de la concentracion de fierro
y magnesio presentes en el medio de cultivo, lo que implica que la inhibicidn de la enzima
isocitrato—deshidrogenasa NADP-dependiente por glicerol, no es la causante de la
produccion y acumulacion de acido citrico; pero al parecer en altas concentraciones de
fierro y magnesio esta inhibicion si se presenta. En FES la acumulacion de acido citrico se
asocia a altas concentraciones de glucosa, mayores a 200 gramos por litro y bajas
concentraciones de los iones Fe*? y Mg*. Al anular el fierro del medio y con una
concentracion de 0.284 g/L de MgSO,7H,0 se produce la mayor concentracion de acido
citrico de 149 mg/gPUF. Comparando con la misma concentracion de glucosa de 300 g/L,
0.856 g/L de MgSO,7H,0 y 0.55 de FeSO, la produccién de éacido citrico es de 36.8
mg/gPUF. Se tiene una variacion cuatro veces mayor sin fierro y baja concentracion de

magnesio.



1. INTRODUCCION

La fermentacion en estado solido (FES) es un sistema de cultivo microbiano que ha usado
el hombre desde tiempos remotos y presenta notables ventajas en comparacion de los
cultivos liquidos y de superficie. Una de las ventajas mas importante es la obtencion de
productos concentrados en tiempos relativamente cortos, partiendo de altas concentraciones
de nutrientes, las cuales no inhiben el desarrollo de los microorganismos, como sucede en
cultivo liquido.
El presente trabajo trata de apoyar los estudios que se han realizado en la evaluacion del
metabolismo de A. niger 10 para la produccion de acido citrico en medios de cultivo sélido
con altas concentraciones de fuente de carbono (Hang et al, 1987; Yong, et al, 1989;
Cordova, 1994; Gutiérrez-Rojas et al, 1995; Pintado et al, 1997 y Pintado et al, 1998;) asi
como el efecto de éstas en la produccion de polioles y &cidos orgénicos, en un soporte que
se considera inerte, como es el PUF (Zhu et al, 1994).
En esté estudio se evalud el consumo de sustrato y la formacion de productos (acido
citrico, glicerol, eritrol y trehalosa) durante el crecimiento del hongo en poliuretano como
soporte sélido en diferentes condiciones de concentracion de los nutrientes, ademas se
presenta informacion sobre el efecto de la concentracion del fierro y magnesio presentes en
el medio de cultivo y la relacion que éstos guardan con la produccién de acidos organicos y
polioles.
El poliuretano tiene una alta capacidad de retencion de agua (Zhu et al, 1994); a diferencia
de otros soportes que han sido evaluados como la amberlita, la cual es una resina de
intercambio anidnico que requiere un tratamiento de contraiones para disminuir su
capacidad intercambiadora y evitar la adsorcién de aniones del medio de cultivo (Cérdova,
1994).
El objetivo general del presente trabajo fue el determinar el efecto de la composicion del
medio de cultivo en los perfiles metabolicos de A. niger 10 en FES utilizando glucosa
como fuente de carbono y energia glucosa y poliuretano como soporte.

Al inicio de este documento se presenta la revision bibliografica, la cual ofrece un
panorama de los factores fisicos, quimicos y bioquimicos, implicados en el proceso de

fermentacion; asi como el planteamiento de los objetivos y materiales y métodos usados en



el trabajo. Posteriormente, se presentan los resultados de crecimiento y produccion de
metabolitos por A. niger en medios d cultivo con diferente concentracion de nutrientes. Se
estudio el efecto de la concentracion de glucosa, el efecto de la disminucion de la
concentracion de la fuente de nitrogeno y fdésforo y por Gltimo la influencia que tiene la

concentracion de los metales en la acumulacién de acido citrico.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO

La fermentacion en estado solido (FES) puede definirse como un proceso en el que los
microorganismos crecen sobre la superficie de un sustrato solido (Pandey, 1992). El
sustrato contiene agua que se encuentra retenida en la matriz porosa que permite que las
funciones vitales del microorganismo se realicen.

Antiguamente la FES era empleada principalmente en paises orientales para la elaboracion
de alimentos fermentados; recientemente se ha utilizado ademés para la produccion de
enzimas (Shankaranand y Lonsane, 1994), proteinas, acidos organicos (Hang et al, 1987),
tratamiento de residuos tdxicos y biodegradacion de compuestos toxicos y/o recalcitrantes,
entre otros.

En el sistema de FES esta presente una mezcla gas-liquido-sélido en la cual la fase acuosa
estd intimamente asociada a la superficie sélida en varios estados de adsorcion y estd en
contacto con una fase gaseosa continua (Mudgett, 1986).

Los procesos de FES presentan una serie de ventajas para el crecimiento y metabolismo de
hongos filamentosos, ya que éstos crecen en medios de cultivo con bajo contenido de
humedad, con lo que se evitan eventuales contaminaciones bacterianas, bajo estas
condiciones los hongos pueden crecen facilmente con buenos niveles de produccion de
enzimas, antibioticos y otros productos de interés cientifico y comercial (Gutiérrez-Rojas
et al, 1995).

En los dltimos 20 afios se han publicado varios trabajos en los que se indica que el
crecimiento microbiano en FES esta sujeto a una menor represion catabdlica (Hang et al,
1987; Yong et al, 1989; Cérdova, 1994; Gutiérrez-Rojas et al, 1995; Pintado et al, 1997 y
1998;) asi como menor inhibicion por producto final (permitiendo partir de altas
concentraciones de substrato para obtener elevadas concentraciones de producto),
obteniendo ademas, enzimas con caracteristicas diferentes a las obtenidas en cultivos
liquidos (Shankaranand y Lonsane, 1994). En este sentido se han producido enzimas
amiloliticas con una estabilidad mayor a las obtenidas por cultivo liquido (Shan et al,

1991). Tambien se ha observado una mayor excrecion de la enzima alfa-galactosidasa en



FES que en cultivo liquido utilizando el mismo tipo de microorganismo (Shankaranand y
Lonsane, 1994).

2.1.1. VENTAJAS Y DESVENTAJAS

La FES presenta una serie de ventajas y desventajas con relacion a la fermentacion en
medio liquido (Mudgett 1986, Shankaranand y Lonsane 1994 y Zhu et al 1994):

Ventajas:

e Los requerimientos de energia suelen ser reducidos.

¢ No se requieren condiciones estrictas de esterilidad.

e Se obtienen productos méas concentrados.

e El sustrato sélido puede emplearse como se encuentra en la naturaleza adicionandole
agua o bien complementandolo con nutrientes (soporte-substrato).

e Las condiciones de crecimiento de los hongos son similares a las de su habitat.

e Los rendimientos en el producto pueden ser mucho mas altos que en cultivos liquidos.

e Laaireacion es facilitada por los espacios interparticulares.

e En la interfase solido-sustrato-microorganismo y la fase gaseosa se dan condiciones
muy favorables que permiten alcanzar velocidades de crecimiento superiores a las
obtenidas en cultivo liquido, aun a elevadas concentraciones de sustrato.

e Parte de los productos de fermentacion pueden extraerse facilmente.

e Se requieren menos etapas de separacion, dependiendo de la aplicacion final del
producto.

e Al utilizar bajas cantidades de agua, se generan pocos efluentes contaminantes.



Desventajas:

e Las fermentaciones con agitacion pueden requerir un alto consumo de energia.

e Cuando se precisa adicionar agua en las etapas tempranas de la fermentacion se
incrementa el riesgo de contaminacion.

e En ocasiones se requiere inocular con altas concentraciones de esporas.

e Algunos substratos agricolas usados como soporte necesitan pretratamientos.

e Se tiene poco conocimiento sobre la ingenieria de los sistemas por la que se dificulta el
escalamiento.

e Suelen presentar problemas de transferencia de calor y masa.

e Las variables fisicoquimicas (pH, temperatura) no se controlan facilmente.

e Bajo ciertas condiciones de cultivo es dificil la cuantificacion de la biomasa.

2.1.2. CLASIFICACION

Los procesos de FES se ha clasificado de diversas formas dependiendo del modo de
operacion y de la naturaleza del sistema soporte-nutrientes. Pandey (1992) los clasifica de
acuerdo al modo de operacion (estatica o agitada) y Ralp (1976) los clasifica de acuerdo a
la relacion soporte-nutrientes.

l. El substrato sélido actiia como soporte y fuente de nutrientes.

Il. Los nutrientes en estado liquido se absorben en un soporte sélido inerte.

I. El substrato sélido actia como soporte y fuente de nutrientes.

Se han utilizado productos o subproductos de origen agricola como substratos, que
también actuan como soporte, para la produccion de enzimas, antibidticos, alcoholes,
acidos organicos, entre otros. Ademas de contener los nutrientes necesarios para promover
el crecimiento microbiano y la produccién del compuesto de interés, el substrato debe de
reunir una serie de caracteristicas que permitan su utilizacion, entre las mas importantes
estan: buena capacidad de retencion de agua, resistencia mecénica y disponibilidad de
nutrientes. En la tabla 1 se presentan algunos ejemplos de diferentes productos de origen

agricola que han sido utilizados como soporte en FES.



Tabla 1. Diversos tipos de soportes/substrato utilizados en FES (Cordova, 1994).

SOPORTE/SUBSTRATO

Bagazo de cafia

Cascara de kiwi

Desecho de manzana

Cascara de naranja

Desechos de pifia

Bagazo de yuca

Desecho de café

Orujo de uva

El uso de éste tipo de soportes/substratos, seleccionados y pretratados adecuadamente,
favorece el crecimiento microbiano, asi como la formacion de productos de interés, con la
gran ventaja de que se utilizan materiales naturales de bajo costo y que son facilmente
reciclados al final del proceso de fermentacion para fines de alimentacion animal o para
actividades agricolas como por ejemplo fertilizantes.

En términos de estudios de optimizacion y evaluacion del metabolismo microbiano, este
tipo de soporte/substrato presenta una gran desventaja, debido a su complejidad y
heterogeneidad, la cuantificacion del crecimiento microbiano y de los productos de su
metabolismo se dificulta por la presencia de una gran cantidad de compuestos presentes

que interfieren con los métodos de analisis para la cuantificacion de biomasa y metabolitos.

Il. Los nutrientes en estado liquido se absorben en un soporte inerte.

Las caracteristicas que debe cumplir un soporte inerte impregnado con una solucién
nutritiva para estudios de FES son:
e Ser inerte a los componentes de medio de cultivo.
¢ No debe de inhibir el crecimiento del microorganismo.
e Porosidad y espacio libres disponibles.

e Resistencia mecanica para poder ser empacado.
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e Capacidad de retencién de agua y nutrientes.

¢ No debe de presentar interferencias con las técnicas analiticas.

e Poder ser reutilizado.

e Ser barato.

e Facil de adquirir.

Sin embargo, dada la dificultad de encontrar soportes que cumplan con todas éstas
caracteristicas se han empleado materiales a los cuales se les realizan diferentes tipos de
tratamiento fisico-quimicos de tal manera que éstos satisfagan el buen desarrollo de los
microorganismos y la extraccion de productos de interés de la forma mas facil posible.

La amberlita y el poliuretano son algunos ejemplos de soportes inertes utilizados en la FES
para la produccién de diferentes metabolitos. La amberlita es una resina de intercambio
anionico, que es necesario someterla a un tratamiento quimico de contraiones para
disminuir su capacidad intercambiadora y evitar la adsorcion de aniones del medio de
cultivo (Cérdova, 1994); en cambio, el tratamiento realizado al poliuretano es un lavado
con agua caliente y después con agua fria, esto para eliminar los compuestos quimicos
residuales, los cuales pueden interferir en el desarrollo del microorganismo y/o en la
cuantificacion de los metabolitos a producir. El secado del poliuretano se realiza bajo
condiciones ambientales y, debido a su fotosensibilidad, se almacena en recipientes que lo
protejan de la luz (Zhu et al, 1994).

Uno de los primeros soportes considerados como inerte, fue el bagacillo de cafa de azucar,
al cual se le realiza un lavado para remover los nutrientes solubles presentes. El uso de este
“soporte-inerte” con la adicion de diferentes medios de cultivo permiti6 evaluar el efecto de
diferentes tipos de fuente de carbono sobre la produccion de pectinasas por A. niger CHA4.
Sin embargo, debido a su composicion, este soporte contiene una gran cantidad de
componentes biodegradables que no son completamente eliminados con simples lavados.
En la busqueda de soportes no biodegradables, Auria et al (1993) y Cérdova (1994)
utilizaron amberlita para estudios de crecimiento de A. niger y produccién de &cido citrico
respectivamente. A pesar de que esta resina no contiene compuestos facilmente
biodegradables, dadas sus caracteristicas de intercambiador de iones, resulta altamente

reactiva en cuanto a los componentes del medio de cultivo, como de los productos del
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metabolismo microbiano. Para reducir estas interacciones se propuso la saturacion de los
sitios de intercambio con los iones apropiados.

Otro de los soportes inertes recientemente utilizado es la espuma de poliuretano, esta
presenta una gran capacidad de retencion de agua; es completamente inerte en cuanto a
disponibilidad de nutrientes y no reacciona con los componentes del medio de cultivo, la
extraccion de los metabolitos a estudiar es relativamente sencilla y no interfiere con ellos.
Esta ha sido exitosamente utilizada para estudios de produccién de tanasas (Aguilar et al,
2001); en la produccion de acido citrico con micelio inmovilizado en poliuretano (Yong et
al, 1989) y para evitar la influencia que tiene la concentracion de la fuente de nitrégeno

sobre el metabolismo de A. niger (Pintado et al, 1997).

2.2. NUTRIENTES DEL MEDIO DE CULTIVO

La formulacion del medio de cultivo tiene dos partes intimamente ligadas: una parte

cientifica que agrupa los fundamentos bioquimicos conocidos y otra parte empirica

derivada de los detalles bioquimicos no conocidos para cada microorganismo. Para toda

actividad microbiologia se requieren dos factores nutricionales basicos:

e Una fuente de carbono y energia: generalmente compuestos organicos relativamente
reducidos como carbohidratos, lipidos entre otros.

e Una fuente de nutrientes para sintesis de componentes celulares y productos como el

nitrégeno, fésforo, magnesio, entre otros.

2.2.1. FUENTE DE CARBONO

Dado que la mayoria de los microorganismos industriales mas importantes, como es el caso
de A. niger, son heterotrofos, la fuente de carbono es utilizada también como fuente de
energia. Las fuentes de carbono mas comunes son los carbohidratos y entre ellos la glucosa.
No todos los carbohidratos son igualmente asimilables; su facilidad de asimilacion es en
general de la siguiente manera:

Hexosas > Disacaridos > Pentosas > Polisacaridos

12



Los hidrocarburos requieren de una alta oxigenacion al medio de cultivo, para los procesos
de oxidacion. El principal problema que presentan estos compuesto es su poca solubilidad
en agua.

Los alcoholes se utilizan como fuente alternativa para la produccion de diversos
compuestos como son los aceites de cadenas cortas.

Las fuentes de carbono més comunes son:

Glucosa: hidrolizados &cidos o enzimaticos de almidon.

Sacarosa: melaza, que ademas contiene otros carbohidratos, minerales, compuestos
nitrogenados, pigmentos y vitaminas.

Lactosa: suero de leche.

Almidodn: cereales.

Celulosa: residuos vegetales.

Altas concentraciones de fuente de carbono incrementan el rendimiento de produccion de
acido citrico, ya que se origina un desequilibrio en el metabolismo necesario para la
acidogénesis (Ding-Bang et al, 1989).

El tipo de fuente de carbono es importante también para la produccion de polioles; estudios
realizados con Trichosporonoides sp 150-5 y 33-1 muestran que la concentracion de
glicerol y eritrol se ven afectados por la fuente de carbono en un medio de cultivo
sumergido. En la tabla 2 se presenta el efecto del tipo de fuente de carbono en la
produccion de polioles por dos levaduras (150-5 y 331-1); en el caso de la cepa 150-5 la
produccion de eritrol y glicerol disminuye cuando se utiliza sacarosa como fuente de
carbono; en cambio, con la cepa 331-1 provoca una reduccion en la produccion de eritrol
(Marina et al, 1993).

Tabla 2. Rendimiento de polioles, producidos por Trichosporonoides sp. 150-5y
331.1(Marina et al, 1993).

Cepa | F.Carbono || Eritrol (%) | Glicerol (%) || Fructosa (%)
150-5 Glucosa 30.0 7.2

331-1 Glucosa 43.0 2.7

150-5 Sacarosa 27.3 4.1 6.5
331-1 Sacarosa 37.4 2.52 15.5

13



En estudios realizados en FES, con amberlita como soporte inerte, se demostré que con
concentraciones de glucosa superiores a 300 g/L se favorece la produccion de &cido citrico,
eritrol y glicerol (Cordova, 1994). Por otro lado, el uso de poliuretano como soporte inerte,
con una concentracion inicial de glucosa de 100 g/L permitié determinar la importancia que
tienen los iones divalentes, estableciendo que existe una relacién inversa en la
concentracion de fierro y la acumulacion de &cido citrico, el fierro acta deteniendo el ciclo
de &cidos tricarboxilicos, implicando que en el proceso de FES seria muy parecido al de

fermentacion liquida (Pintado et al, 1998).

2.2.2. FUENTE DE NITROGENO

Después del carbono y del oxigeno, el nitrogeno es el compuesto més abundante en la
celula, éste forma parte de las proteinas, &cidos nucleicos y nucledtidos. Las fuentes de
nitrégeno inorganicas mas usadas son el amoniaco y las sales de amonio que son baratas y
generalmente faciles de asimilar por los microorganismos. Las fuentes de nitrdgeno
organicas generalmente estan presentes en los subproductos agricolas (harinas de soya,
semillas de algoddn, germen de trigo etc.) o en productos del mar (desecho de mariscos,
harina de pescado, etc.). En el caso de la utilizacién de medios definidos se pueden utilizar
aminodcidos, peptona o extracto de levadura como fuente de nitrégeno organico (Dawson y
Maddox, 1998).

Para A. niger se ha utilizado una gran variedad de fuentes de nitrégeno tanto organicas
como inorganicas; ésta dependera del tipo de productos que se deseen obtener, ya sea
enzimas como proteasas en donde se utiliza harinas de pescado y soya; o sales de amonio o
nitrato para la produccion de acidos organicos.

Jaehoon-Choe y Young (1991) al utilizar nitrato de amonio como fuente de nitrégeno en
concentraciones que van de 1, 2, 3 'y 4 g/L reportan que en la concentracion de 3 g/L se
obtuvo el mayor rendimiento en la produccion de &cido citrico (21 g/L), con lo cual se
establece que los requerimientos de nitrogeno para la produccion de acido citrico deben de

estar acorde a la concentracion de fuente de carbono que se emplea.

En la tabla 3 se presentan los resultados reportados por Dawson y Maddox (1988) en donde

se observa gue al incrementar la concentracion de nitrogeno disminuye el rendimiento en la
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produccion de acido citrico; por lo que en este tipo de procesos se requieren
concentraciones limitantes de nitrogeno en el medio de cultivo.

Tabla 3. Efecto de la concentracion de nitrégeno en la produccion de &cido citrico (Dawson
y Maddox 1988).

N inicial N residual | Acido citrico Azucar Biomasa | Acido citrico
(mg/L) (mg/L) (9/L) Utilizada (g/L) (g/L) (mg/L)

210 0 21.1 341 7.9 62

250 43 20.5 33.1 6.9 62

314 101 19.0 31.2 8.9 56

420 218 9.1 33.3 9.4 27

525 317 10.7 54.6 10.3 20

630 410 14.3 58.3 10.6 25

Pintado et al (1998) establecen la importancia del uso de concentraciones bajas de
nitrégeno y fosforo, estableciendo que al igual que el medio liquido altas concentraciones

de estos nutrientes desfavorecen la produccion de acido citrico.

2.2.3. IONES METALICOS

Casi un tercio de las enzimas conocidas requieren la presencia de iones metélicos para su
funcidn, éstos como cofactores de actividades enzimaticas involucradas en los procesos

catabolicos y anabolicos.
Existen dos clases de enzimas que requieren iones:

e Las metaloenzimas, las cuales contienen iones metalicos fuertemente unidos,

normalmente metales de transicién (Fe?*, Fe®*, Cu®*, zn**, Mn?* 0 Co*").

e Las enzimas activadas por metales, que fijan débilmente iones metélicos presentes en

una solucién, normalmente iones alcalinos o alcalino-térreos (Na*, K*, Mg?* o Ca?").

Los iones participan en el proceso catalitico de alguna de las siguientes maneras (Voet y
Voet, 1992):

e Fijandose a los substratos, de modo que los orientan adecuadamente para la reaccion.

15




e Facilitando reacciones de oxido-reduccion, mediante cambios reversibles en el estado

de oxidacion del ion.
e Estabilizando electrostaticamente las cargas negativas.

Los iones metalicos promueven la catalisis mediante estabilizacion de cargas, actGan
practicamente igual que un proton, es decir, como una base de Lewis; éstos pueden estar
presentes a elevadas concentraciones a pH neutro y pueden tener cargas mayores a +1. La
carga de un ion metélico hace que las moléculas de agua ligadas sean mas &cidas que el
agua libre siendo una fuente de iones "OH, incluso por debajo de pH neutro (Voet y Voet,
1992).

El fierro participa en diversos procesos esenciales de la célula, debido a su caracteristica
estructural, es un cofactor que presenta dos valencias con un amplio intervalo de potencial
de oxido reduccion; una deficiencia de fierro en los microorganismos es causante de una
inhibicion parcial o total del crecimiento (Byers y Arceneaux, 1975). En el ciclo de acidos
tricarboxilicos y la cadena respiratoria estan presentes enzimas que requieren fierro. Bajo
condiciones de limitacién por fierro, los microorganismos aerobios satisfacen en parte sus
requerimientos energéticos mediante glicolisis y mantienen parcialmente inhibida a la
aconitasa, lo que favorece la acumulacion de &cido citrico. En cultivo sumergido, la
concentracion de iones de fierro no debe de ser mayor a 0.2 ppm para la produccién de

acido citrico (Shakaranand y Lonsane, 1994).

En el afio de 1951 aparecid el primer informe donde se reporta que la deficiencia de metales
traza provoca un incremento en la produccién de acido citrico con A. niger en un medio de
cultivo sumergido. EI Cu™, Mn*?, Fe™ y Zn* son considerados elementos traza y
normalmente la cantidad adecuada de estos metales para el desarrollo de los
microorganismos esta presente como contaminacién de otros componentes del medio,
mientras que el Mg*? es considerado como un macronutriente y se le ha reconocido como
un elemento esencial de las células desde hace 60 afios. Estudios realizados por Infante et al
(1999) han demostrado que la adicién de Co*™, Ca*™ Cu*?, Mn*?, Fe**, y Zn*? aumentan el

rendimiento de produccion de &cido citrico.

Estudios realizados FES con amberlita demostraron que concentraciones altas de metales
(45 y 180 ppm) modifican la velocidad de consumo de azUlcar de 4.46 g/gsh a 5.23 g/gsh,
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pero a bajas concentraciones de metales la velocidad se reduce asta 0.6 g/gsh (Peralta,

1995). Con concentraciones de metales de 180 ppm se favorece la acumulacion de polioles

(glicerol y eritrol), trehalosa y &cido citrico, los cuales son consumidos al terminarse la

glucosa; bajas concentraciones de metales favorecen la presencia de trehalosa.

La tabla 4 presenta algunos de los resultados obtenidos durante un estudio realizado

variando concentraciones de metales. Con la adicién de 51 ppb de Mn*?, 5 ppb de Fe**y 75

ppb de Zn** se incrementa el rendimiento de produccién de acido citrico (Roukas y
Kotzekidou, 1986).

Tabla 4. Efecto de la adicion de metales durante la produccion de acido citrico de A. niger
en cultivo de superficie (Roukas y Kotzekidou, 1986).

Elemento Acido Citrico | Cambio en el Elemento Acido Cambioen el
o) [ oo
Control 90 |- Control 190 | 0 -
Mn +2 Co+2
48 19.71 +3.7 5 11.30 -40.5
51 19.94 +4.9 10 11.03 -41.9
56 17.90 -5.7 50 10.58 -44.3
96 16.76 -11.7 100 9.56 -49.6
146 15.67 -17.5 500 9.22 -51.4
Fe* 1000 8.76 -53.8
2 19.05 +0.2
5 19.37 +1.9 Cu*
0.5 17.00 -10.5
10 16.20 -14.7 1 15.06 -20.7
50 14.20 -25.2 5 13.7 -27.8
100 12.27 -35.4 10 11.47 -39.6
Zn* 50 9.43 -50.3
72 19.37 +1.9
75 21.08 +10.9 Ca*
5 11.22 -40.9
80 17.10 -10.9 10 10.31 -45.7
120 15.44 -18.7 50 9.63 -49.3
170 12.27 -35.4 100 8.95 -52.8
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El magnesio es cofactor de mas de 300 enzimas. Tiene una funcion estructural en los
tejidos, proteinas y membranas. En los Gltimos estudios realizados se ha demostrado que el
magnesio tiene una funcion reguladora en el metabolismo, activando enzimas como la
isocitrato deshidrogenasa NAD-dependiente en el ciclo de &cidos tricarboxilicos vy

regulando la produccion de &cidos orgénicos (Infante et al, 1999).

Algunos estudios han demostrado que las células son capaces de acumular selectivamente

magnesio, lo que sugiere la existencia de sistemas complejos para el transporte.

El magnesio es un elemento esencial, los principales procesos bioldgicos en los cuales

participa son los siguientes:
e Sintesis de DNA 'y RNA.
e Sintesis de proteinas.

e Transporte de membrana.
e Division celular.

e Fosforilacion oxidativa.
e Cofactor.

El magnesio se asocia con los ribosomas y esta estrechamente ligado a ellos. Una parte del
magnesio esta asociado con la pared de las bacterias y participa en el mantenimiento de la
pared celular, una pequefia disminucion de la concentracion de este metal en el medio
provoca una disminucion de la capacidad de producir polioles y carbohidratos de la
membrana (Voet y Voet, 1992); probablemente, ésta sea una de las razones por lo que una

deficiencia de magnesio favorece la acumulacion de &cido citrico en el medio de cultivo.

La concentracion intracelular de magnesio depende, en algunos hongos como Penicillium
chrysogenum, de la concentracién de otros iones como el Fe** y el PO, en el medio de

cultivo, asi como de la etapa de desarrollo del hongo y de su tasa de crecimiento.

El magnesio es esencial para el crecimiento y el metabolismo de A. niger. Para obtener
altas concentraciones de acido citrico en medio liquido se ha sugerido emplear

concentraciones de magnesio no mayores a 2 mg/L (Shakaranend y Lonsane, 1994).
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2.3. METABOLISMO

Las especies de Aspergillus son utilizadas para la produccion de acidos organicos y
polioles. Multiples publicaciones (Gancedo et al, 1968; Byers y Arceneaux 1975; Ding-
Bang et al, 1989; Andreas et al, 1993; Cordova; 1994;) han tratado de explicar el
metabolismo de este hongo en funcion de la composicion del medio en cultivos liquido, de
superficie y solido (siendo este ultimo en donde los estudios realizados son muy pocos). Se
ha demostrado que A. niger utiliza dos vias para el catabolismo de la glucosa: Embden
Meyerhof Parnas (EMP) y la via de Hexosa Mono Fosfato (HMP).

En la década pasada se realizaron estudios en los cuales se identificaba los principales
polioles (glicerol, eritrol, arabitol y manitol) y &cidos orgénicos (oxalico y citrico)
producidos por A. niger (Sannaa et al, 1992). La glicerol dehidrogenasa de Klebsiella
pneumonie se inhibe por la presencia de iones Fe*? en el medio de cultivo (Johnson et al,
1985) Los polioles producidos acttan principalmente como osmoreguladores (Reed et al,
1987), siendo los mas importantes el glicerol y el eritrol; los acidos organicos se acumulan
por un deficiente funcionamiento del ciclo de Krebs, causado principalmente por inhibicién
enzimatica o por la concentracion de cofactores enzimaticos (Visser, 1991).

A. niger es conocido por su capacidad para acumular diversos acidos orgénicos (citrico,
oxalico y glucdnico) en cantidades importantes; asi como para la produccion de diversas
enzimas (glucoamilasa, a-amilasa, a-glucosidasa, proteasas entre otras) lo cual lo hace un
hongo de una gran importancia comercial (MacKenzie et al, 2003). El pH tiene una
marcada influencia sobre la produccion de &cidos organicos; el tipo de &cido que se forma
es controlado principalmente por el pH del medio de cultivo. A pH cercano a 2 se acumula
principalmente el &cido citrico; mientras que a un pH cercano a 5 predomina el &cido
glutamico y a pH ligeramente neutro se producen &cidos gluconico, mélico y oxalico. El
mecanismo posible es el efecto de regulacion que ejerce el pH sobre las diferentes enzimas
involucradas en la formacion de estos productos. Por ejemplo, la acumulacion del acido
glutdmico depende de transaminacion del a-cetoglutarato por una aminotransferasa la cual
es inactivada a un pH de 5. Al disminuir el pH del medio de cultivo se obtiene la activacion
de la enzima GOD vy por consiguiente la acumulacién de &cido citrico (Harald et al, 1985).
Legisa y Mattey (1986) establecen que en medio de cultivo liquido la acumulacion de &cido

citrico es ocasionada por la inhibicion de la enzima isocitrato deshidrogenasa NAD
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dependiente por el glicerol, en cambio Arisan-Atac y Kubicek (1996) establecen que el
glicerol no interviene en la acumulacién del acido citrico. Estos autores proponen que es
uno de los iones bivalentes el que origina tal acumulacion. Infante et al (1997) establece
que posiblemente los iones de fierro y magnesio son los principales factores en la
acumulacion del acido.

Estudios hechos en FES sobre la produccion de &cido citrico a partir de cascara de Kiwi
utilizada como soporte/substrato con A. niger, reportan rendimientos de 100 g de acido
citrico por kilogramo de kiwi fermentado en presencia de 2 % de metanol a 30 ° C durante
4 dias de fermentacion (Hang et al, 1987). En cambio con amberlita como soporte se
demostré que la acumulacion del &cido citrico depende fuertemente de la concentracion de
glicerol en el medio de cultivo y que es independiente de la concentracion inicial de sales
de Fe, Mg y Mn a concentraciones inferiores a 200 g/L (Cordova, 1994; Gutiérrez-Rojas et
al, 1995).

La produccion de polioles (arabinol, glicerol y eritrol) por Pichia farinosa se realiza
simultdneamente al consumo de glucosa. EI mecanismo propuesto por Adler et at (1985) es
el ciclo de HMP, glucosa 6 fosfato deshidrogenasa, 6 fosfoglucanoto deshidrogenasa,
transaldolosa y poliol deshidrogenasa.

La sintesis de glicerol involucra varias rutas metabolicas (Legisa y Mattey, 1986), una de
ellas a partir de intermediarios fosforilados y consiste en la conversion de dihidroxiacetona-
3-fosfato a glicerol-fosfato, catalizada por la glicerol-fosfato-deshidrogenasa y la
glicerofosfatasa. La glicerol-deshidrogenasa NAD™ dependiente transforma directamente la
dihidroxiacetona a glicerol. Al obtener un extracto enzimético de A. niger, se identificaron
dos isoenzimas de glicerol dehidrogenasa NADP™ dependiente, una citoplasmatica y otra
mitocondrial y se evidenciaron cambios en las relaciones de  HMP predominante en las
primeras etapas de cultivo a EMP predominante en la etapa terminal del crecimiento
(Legisay Mattey, 1986, Patrus et al, 1991).

En A. nidulans se ha encontrado que la glicerol-cinasa y la glicerol-3-fosfatodeshidrogenasa
de FAD dependiente son controladas por represion catabdlica e induccion especifica; se
demostré que la dehidroxicetona y gliceraldehido que son convertidos a glicerol (Ross et al,

1986). El gliceraldehido puede ser reducido por la enzima glicerol deshidrogenasa NADP*
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dependiente o por la alcohol deshidrogenasa I; mientras que, la dihidroxiacetona es

reducida exclusivamente por la primera enzima (Voet y Voet, 1992).

En estudios previos se ha tratado de explicar la importancia que presenta el glicerol en la
acumulacion de &cido citrico por A. niger. Se ha demostrado que el glicerol producido por
A. niger es uno de los responsables de la acumulacion de &cido citrico, dado que éste inhibe
de una forma hasta ahora no determinada a la enzima isocitrato—deshidrogenasa
ocasionando la interrupcion del ciclo de los acidos tricarboxilicos con la respectiva
acumulacion del acido citrico (Legisa y Mattey, 1986). La presencia de glicerol producido
por el hongo a una concentracién mayor de 0.1 M es capaz de reducir la actividad de la

isocitrato deshidrogenasa hasta en un 90 % aproximadamente (Legisa y Mattey, 1986).

Estudios realizados por Arisan-Atac y Kubichek (1996) en donde realizan el mismo
experimento que Legisa y Mattey (1986) en medios de cultivo liquido establecen que el
glicerol no inhibe la enzima isocitrato—deshidrogenasa NADP-dependiente, con lo cual la
acumulacion de &cido citrico no depende de la presencia de glicerol, sino que depende de la
presencia de algunos de los metales (Arisan-Atac y Kubicek 1996, Infante et al, 1999). Los
metales juegan un papel muy importante en la produccién de &cido citrico por A. niger; el
cobre, manganeso y zinc ejercen un efecto activador en la enzima isocitrato deshidrogenasa
NADP-dependiente del ciclo de &cidos tricarboxilicos, en tanto el calcio tiene un efecto

inhibitorio en la enzima (Infante et al, 1999).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de la composicién del medio de cultivo en los perfiles metabolicos de
Aspergillus niger en fermentacion en estado solido utilizando como fuente de energia

glucosa y poliuretano como soporte.

3.2. OBJETIVOS PARTICULARES

. Formular un medio de cultivo para el desarrollo de Aspergillus niger con
concentraciones de 50-300 g¢/L de glucosa en fermentacion en estado solido utilizando
poliuretano como soporte.

. Evaluar el efecto de la concentracion de glucosa en el medio de cultivo sobre
el crecimiento de Aspergillus niger y la produccion de metabolitos (polioles y acido
citrico).

. Evaluar el efecto de la concentracion de nutrientes en el medio de cultivo
sobre la produccion de metabolitos.

. Evaluar el efecto de la composicion del medio de cultivo en el metabolismo

de glucosa por Aspergillus niger.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. EL MICROORGANISMO: AISLAMIENTO Y CONSERVACION

Se tomo una colonia de A. niger conservada en agar papa dextrosa (PDA) y se resembrd
por puncion en varios puntos en cajas de Petri con PDA, se incubd por dos dias a 30°C. Al
transcurrir este tiempo se selecciond una colonia bien definida y se repitio el procedimiento
de sembrado, posteriormente las esporas se procedieron a su conservacion en perlas de
crioproteccion, las cuales fueron utilizados para todos los estudios realizados en este

trabajo.

4.2. MEDIO DE CULTIVO PARA FES
4.2.1. EVALUACION DEL CONSUMO DE GLUCOSA EN POLIURETANO

Se evaluo el consumo de glucosa a concentraciones iniciales de 50, 100, 200 y 300 gramos
por litro en FES utilizando poliuretano como soporte, partiendo de un medio de cultivo de
referencia en donde se reportaron resultados de produccion de &cidos organicos y polioles
en amberlita (Cordova, 1994) . En la tabla 6 se presentan las composiciones de los medios

de cultivo utilizados para en el desarrollo de este trabajo.

Tabla 6. Formulacion de los medios de cultivo utilizados en este trabajo valores en (g/L).

Compuesto 1L 2L || 3L 4L 5L 6L 7L 8L 9L 10L || 11L

Glucosa 50 || 100 |} 200 || 300 50 100 || 200 || 300 || 300 |{ 300 | 300
NaNO; 2.75 || 550 11 || 165 {0916 | 1.833 || 11 16.5 || 16.5 || 16,5 || 16.5
K;HPO, 0.91 || 1.83 | 3.66 || 5.50 || 0.303 || 0.61 || 3.66 || 5.50 || 5.50 || 5.50 || 5.50
MgSO,7H,0 0.14 | 0.28 || 0.56 || 0.85 || 0.04 | 0.093 || 0.188 || 0.284 || 0.284 0 0
FeSO, 0.09 | 0.18 | 0.36 | 0.5 || 0.03 || 0.06 || 0.122 || 0.183 0 0.183|| O
KCI 0.45 || 0.91 | 1.83 || 2.75 || 0.15 || 0.30 || 0.611 || 0.916 0 0 0

Oligoelementos || 330 || 660 || 1330 || 2000 | 100 || 200 || 400 | 600 || 600 | 600 || 600
(uL)

Formulacion de Oligoelementos (g/L)

CuSO45H,0 0.15

ZnS0O, 0.166

MnSO,H,0O 0.08

NaMnO,2H,0 ||0.10
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Evaluacion de 50 y 100 g/L de glucosa disminuyendo el resto de los nutrientes

Los medios 5L y 6L corresponden a la segunda etapa de la experimentaciéon en donde se
evalud la disminucién de dos terceras partes de los nutrientes de 1L y 2L de la fuente de
nitrogeno, fosfato e iones metalicos; por tanto se tiene una alta concentracion de glucosa y
bajas concentraciones de los macro y micro nutrientes para el desarrollo del

microorganismao.

Evaluacién de 200 y 300 g/L de glucosa disminuyen la concentracion de iones Mg*?,
Fe?y K™

Los medios 7L y 8L corresponden a la tercera etapa de la experimentacion en donde se
evaluaron las fermentaciones de 200 y 300 g/L disminuyendo en dos terceras partes la
concentracion de iones metélicos; la relacion de nitrégeno y fosfato se mantuvieron como

en la etapa l.

Evaluacion de 300 gr/L de glucosa variando la concentracion de iones Mg*?y Fe*.

Los medios 9L, 10L y 11L corresponden por ultimo a tres fermentaciones de 300 g/L de
glucosa con la relacion de nitrogeno y fésforo de la etapa I, en donde se evallo la
importancia que presenta los iones en el metabolismo, variando la presencia de iones
metalicos de fierro y magnesio, en la primera sélo se le adicion6 magnesio, a la segundo

solo contiene fierroy en la tercera la ausencia de los dos iones.

4.2.2. MEDIO PARA PRODUCCION DE ESPORAS.

El procedimiento para la producciéon de esporas es el siguiente: a 100 mL de agua se
agregaron 3.9 gramos de PDA se hidrataron y después se calienta para disolverlo
totalmente. Se colocan en dos matraces Erlenmeyer de 250 mL 50 mL de medio en cada
uno y se esteriliza a 121 °C y 15 Ib de presion durante 15 minutos, al término se deja
solidificar el agar y se siembra el hongo por puncion. Se incuban 5 dias a 30 °C después de

este tiempo se tiene las esporas del hongo.
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4.3. COSECHA DE ESPORAS

A un matraz con las esporas del hongo propagadas se le agregaron 50 mL de una solucion
estéril de tween 80 al 0.1 % en agua con un agitador magnético, en condiciones asépticas y

se agitan durante 5 minutos.

4.4. CONTEO DE ESPORAS

En una cadmara de Neubauer se agregaron una capa de suspension de esporas con la
dilucién pertinente para lograr una cuenta de entre 20 y 60 esporas por cuadro. Al
microscopio, con el objetivo de 40x, se contaron las esporas de 10 cuadros seleccionados al
azar. EI numero de esporas por cuadro, se transforma a concentracion de esporas
(esporas/mL). Las esporas que normalmente se cuentan en este medio y bajo estas

condiciones de incubacién son del orden de 5x10° esporas/mL.

4.5. ESTIMACION DE BIOMASA

Para la elaboracion de las curvas estandar de biomasa, se trabajo usando micelio de A. niger
10 incubado en placas de agar con el medio de cultivo indicado en la tabla 7. El tiempo de
incubacion fue de 36 h y se evitd la formacion de esporas para poder estimar la proteina

asociada al micelio (Bradford, 1976; Cordova-L0pez et al, 1996).

Tabla 7. Formulacién de los medios de cultivo para la produccién de micelio.

Compuesto g/L Oligoelementos g/L
Glucosa 30 ZnS0O,7H,0O 2.2
KH,PO, 2.47 H;BO; 2.2
(NH,),SO, 6.6 MnCl,4H,0 0.5
CaCl 0.48 CaCl,6H,0 0.16
MgSO,7H,0 0.38 CasO,5H,0 0.16
NaCl 0.32
FeSO, 0.124
Agar 12.5
Oligoelementos 1mL
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El contenido de cada placa (agar con micelio) se vacio en un vaso de precipitado de 500
mL y se le agrego agua destilada a 60 °C a fin de fundir el agar, posteriormente se filtrd
y lavo el micelio con agua a 60 °C para eliminar totalmente el agar (Cordova, 1994).
Finalmente, el micelio obtenido se secd durante 24 horas a 60 °C sobre papel aluminio,
posteriormente se trituré en un mortero hasta obtener un polvo fino.

Se tomaron siete muestras de 0 10, 20, 30, 40, 50 y 60 miligramos de micelio triturado
seco, se colocaron en un tubo de ensaye y se suspendieron en H3PO, 0.15 M cada una,
se calentaron por un tiempo de 8 minutos en un bafio de agua en ebullicion.
Transcurrido este tiempo, se centrifugaron durante 5 minutos a 3000 rpm, se tomaron
alicuotas de 800 ul de cada muestra y se traspasaron a una tubo de ensaye. Por ultimo se
agregaron 200 ul de reactivo de Bradford (1976) y se lee en el espectrofotometro a 595

nm (Cordova-Lopez et al, 1996).

4.6. SOPORTE

El soporte utilizado fue poliuretano conocido comercialmente como super-firme 20-24,
el cual se encuentra en trozos de estructura ctbica irregular de aproximadamente 2 cm®.
Antes de ser utilizado se le realiza el siguiente tratamiento: se lava con agua caliente
varias veces y después se enjuaga con agua fria, posteriormente se exprime y se coloca
en charolas para su secado, el cual se realiza a temperatura ambiente. En esta etapa se
debe detener el cuidado de no exponer el poliuretano a la luz durante mucho tiempo
dado que esto puede ocasionar que se oxide, provocando su oscurecimiento. Al secarse
totalmente, se muele en un molino de cuchillas Branbendor OHG tipo 880804, a un
tamano de particula malla No. 60, y se guarda en recipientes obscuros para protegerlo

de la luz.

4.7. INOCULACION

La suspensién de esporas (obtenida en la cosecha) se agreg6 al medio de cultivo y se
mezcl6 perfectamente con la espuma de poliuretano. EI medio con esporas se agrega al
soporte seco para tener una concentracion de inéculo de 2.7x10’esporas/g de soporte

Seco.
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4.8. COLUMNAS

Las columnas de vidrio con un diametro interno de 2.5 cm y una altura de 20 cm (con
una entrada reducida, para la aireacion). Se llenaron con 5.5 g de soporte impregnado
con medio de cultivo e in6culo, en una relacion de 1 g de soporte por 2 mL de medio
inoculado, lograndose una altura de empaque de 10.6 cm aproximadamente. Encima del
empaque se coloca un tapén de algoddn sin tener contacto el soporte. Las condiciones
de cultivo fueron de 35 °Cy un flujo de aire de 20 mL/min (Fig. 1).

Algoddn

Algoddn

{_&gua

Figura 1. Fotografia del reactor tubular empleado en FES.
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4.9. METODOS ANALITICOS

4.9.1. HUMEDAD

La humedad de las muestras se determin0 gravimetricamente en una termobalanza
(Ohaus modelo 6010).

4.9.2. pH

A un gramo de materia fermentada previamente homogenizada se le agregaron 10 mL
de agua desionizada, se agitaron con ayuda de un agitador magnético por 10 minutos y
se mide el pH en un potenciémetro (Conductronic pH 20). La suspension es retenida en
un frasco para el analisis de metabolitos y carbohidratos que se realizara posteriormente.

4.9.3. CUANTIFICACION DE BIOMASA

Se uso el método del colorante ligado a la proteina, utilizando el reactivo de Bradford
(Bradford, 1976). El procedimiento fue el siguiente:

Tratamiento de la muestra.

A 0.3 gramos de materia fermentada se le agregaron 5 mL de H3PO4 0.15 M (Cérdova-
Lopez et al, 1996) y se mantuvo en un bafio maria a ebullicion durante 8 minutos; se
dejo enfriar y se centrifugé durante 15 minutos a 5000 rpm; se tomaron 0.8 mL del
sobrenadante y se agregaron 0.2 mL del reactivo de Bradford, por dltimo se leyé la
absorbancia a 595 nm en un espectrofotémetro (Shimadz UV-160%) usando como blanco
0.8 mL de H3PO4 0.15 M mas 0.2 mL de reactivo.

Uno de los principales problemas que se marca durante el desarrollo de este método es
gue soOlo se estima la proteina micelar, por tanto durante la etapa de esporulacion al
parecer el crecimiento es negativo, por lo cual s6lo se presentan los resultados de

concentracion maxima de biomasa y el tiempo en la que ésta se alcanzo.
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4.9.4. CUANTIFICACION DE CARBOHIDRATOS, POLIOLES Y ACIDOS
ORGANICOS

La cuantificacion de metabolitos y carbohidratos se realizd con un estandar de
referencia por medio de HPLC (Perkin Elmer mod-250), con una precolumna (Redex
organic guas), una columna (Redex organic acid) colocada en una chaqueta de
calentamiento (Eppendorf) a 60 °C y un detector de indice de refraccion (Perkin Elmer
LC-30-RI bajo). De la suspensién restante de la cuantificacion de pH, se centrifugd
durante 5 minutos a 5000 r.p.m., se tomaron 2 mL del sobrenadante y se filtré con una
membrana de 0.2 um. Se inyectaron 20 uL en el HPLC con una fase movil de H,SO,4 5
mM a una velocidad de 0.6 mL/min, y se determind la concentracion de acuerdo al

calculo con el estandar.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. EFECTO DE LA CONCENTRACION INICIAL DE GLUCOSA EN MEDIOS DE
CULTIVO BALANCEADOS

En la primera parte de este trabajo se evalud el efecto de la concentracion inicial de
glucosa sobre el consumo de sustrato, crecimiento, produccion de &cido citrico y
polioles por A. niger en FMS con poliuretano como soporte inerte. Se evaluaron
concentraciones iniciales de glucosa de 50 a 300 g/L.

En el medio de cultivo con 50 g/L de glucosa (86.0 mg/gPUF) se obtuvo un consumo
del 100% en 46 h, sin acumulacion de ningun metabolito (acidos organicos o polioles).
Los resultados obtenidos con una concentracion inicial de glucosa de 100 g/L (115
mg/gPUF) se presentan en la figura 2.
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12 + 100
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Figura 2. Cinética de consumo de glucosa (M) y produccion y consumo de 4cido citrico (X) a partir de un
medio de cultivo con 115 miligramos de glucosa por gramo de poliuretano, correspondientes a 100
gramos de glucosa por litro ( medio de cultivo 2L).

El consumo de glucosa se presenta de una forma acelerada durante las primeras 40 h,
consumiéndose totalmente a las 48 h. De los metabolitos analizados, Unicamente se
detectd la produccion de acido citrico. Este alcanz6 su maxima concentracion (10.61
mg/gPUF) a las 30 h de cultivo, posteriormente es utilizado como fuente de carbono. El

consumo del &cido citrico es simultaneo al de la glucosa a partir de las 30 h de cultivo.
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En la figura 3 se presentan los resultados obtenidos con una concentracion inicial de
glucosa de 200 g/L (410 mg/gPUF).
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Figura 3. Cinética de consumo de glucosa (H), y produccion y consumo de acido citrico (X), glicerol

(&), eritrol (*) y trehalosa (e) de 410 miligramos de glucosa por gramo de poliuretano correspondientes a
200 gramos de glucosa por litro, medio de cultivo 3L.

Al igual que en el caso anterior, la glucosa es completamente consumida al final del
cultivo. Durante las primeras 30 h de cultivo el consumo de glucosa es lento (3.33
mg/gPUF h), posteriormente, el consumo de glucosa aumenta a 14 mg/gPUF h hasta
alcanzar casi el 98 % de glucosa consumida.

La produccién de glicerol y trehalosa inicia después de las 25 h de cultivo. El glicerol
alcanza su maxima concentracion a las 30 h, después de lo cual es completamente
metabolizado. Por otro lado, la trehalosa alcanza su maxima produccion a las 46 h para
ser posteriormente consumida. La produccion de eritrol y &cido citrico inicia después de
las 30 h; tiempo en el que se alcanza la maxima produccion de glicerol. Ambos, eritrol y
acido citrico, alcanzan sus mayores concentraciones a las 40 h de cultivo, siendo

posteriormente utilizados como fuente de carbono.
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En la figura 4 se presentan los resultados obtenidos con una concentracion inicial de
glucosa de 300 g/L (1090 mg/gPUF).
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Figura 4. Cinética de consumo de glucosa (), y produccion y consumo de &cido citrico (X), glicerol
(&), eritrol (*) y trehalosa () de 1090 miligramos de glucosa por gramo de poliuretano correspondientes
a 300 gramos de glucosa por litro, medio de cultivo 4L.

En este caso, el consumo de glucosa inicial es después de 30 h de cultivo y esta es
consumida a una velocidad de 10 mg/gPUF h. El consumo de glucosa durante las 80 h
de cultivo fue del 88 %.

El perfil de produccion de acido citrico y polioles fue muy similar al obtenido con el
medio de cultivo con 200 g/L de glucosa. Primero se produce el glicerol, y cuando este
alcanza su maxima concentracion (10.65 mg/gPUF) inicia la produccion de eritrol y
acido citrico. A diferencia del cultivo con 200 g/L de glucosa, en este caso, el eritrol y
acido citrico producidos no son consumidos por el microorganismo. Finalmente, la
produccion de trehalosa inicia después de las 55 h de cultivo, alcanzando su maxima
concentracion a las 80 h.

En la tabla 10 se resumen los principales resultados obtenidos durante los estudios con

concentraciones iniciales de glucosa de 50 a 300 g/L (86 a 1090 mg/gPUF).
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Tabla 10. Maxima produccion de biomasa de A. niger y de metabolitos en medios de cultivo con

diferentes concentraciones iniciales de nutrientes en FMS con PUF como soporte inerte *.

2L 3L 4L

Glucosa inicial 115 410 1090
(mg/gPUF)

Glucosa final 0 8 126
(mg/gPUF)

Glicerol max. 0 2.9 10.5
(mg/gPUF) (30 h) (52 h)
Eritrol max. 0 7 36.8
(mg/gPUF) 40 h (70 h)

Trehalosa max. 0 3.7 8.0
(mg/gPUF) (46 h) 80 h
Acido citrico max. 10.16 15.4 36.8
(mg/gPUF) (30 h) (40 h) (70 h)
Biomasa méxima 18.2 411 69.4
(mg/gPUF) (24 h) (30 h) (45 h)

Fase lag (h) 17 18 29

* Las cifras entre paréntesis indican el tiempo al que se obtuvo la méaxima concentracion de cada uno de
los productos indicados.

La produccion de metabolitos en el medio 4L es mucho mayor que en el medio 3L, con
lo cual podemos establecer que en condiciones mayores de estrés por una alta
concentracion de glucosa se presenta una mayor produccion de osmorreguladores
(glicerol y eritrol), de &cido citrico y de trehalosa.

Asi mismo, el tiempo de germinacion de las esporas (fase lag) es directamente

proporcional a la concentracién de glucosa.
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Los resultados obtenidos a partir de medios de cultivo con la misma relacion de
nutrientes pero a diferentes concentraciones, demostraron que con baja concentracion de
nutrientes (medio 1L) la fuente de carbono se utiliza principalmente para el desarrollo
del hongo. En este medio no se detectaron metabolitos extracelulares demostrando que
los metabolitos no se producen en concentraciones bajas de glucosa (Coérdova, 1994).
En el medio 2L con 100 g de glucosa por litro se produce &cido citrico como Unico
metabolito extracelular detectado. En los medios 3L y 4L se producen también glicerol,
eritrol y trehalosa a parte del &cido citrico. La produccion de metabolitos extracelulares
(&cido citrico, glicerol, eritrol y trehalosa) aumenta en funcion de la concentracion de
nutrientes en el medio de cultivo. En los medios 3L y 4L se observa que la produccion
de &cido citrico y de eritrol inici6 al obtenerse la maxima concentracion de glicerol en el
medio de cultivo; por lo que se puede inferir que bajo las condiciones de cultivo
utilizadas la fermentacién con el medio 2L, la produccién de acido citrico puede estar
asociada a una maxima concentracion intracelular de glicerol, que no pudo ser detectada
en el medio de cultivo. Estudios realizados por Legisa y Mattey (1986) demostraron que
el glicerol a concentracion de 0.1 M reduce la actividad de la isocitrato deshidrogenasa
hasta en un 90 % aproximadamente, provocando la acumulacién el &cido citrico.
Estudios realizados por Cérdova (1994) utilizando amberlita como soporte demostraron
que la acumulacién de &cido citrico en el medio de cultivo requiere de la produccion de
glicerol.

En general, trabajos previos (Hang et al, 1987; Yong et al, 1989; Cérdova, 1994;
Gutiérrez-Rojas et al, 1995; Pintado et al, 1997 y 1998; y Infante et al 1999) han
demostrado que la limitacion de nutrientes (excepto la fuente de carbono) estimula la
produccion de acido citrico, particularmente nitrégeno, fierro, magnesio y manganeso.
A partir de los resultados obtenidos en los estudios realizados sobre la produccion de
acidos organicos y polioles con A.. niger en FES utilizando poliuretano como soporte,
se encontro que la mayor produccién de metabolitos (glicerol, eritrol, trehalosa y acido
citrico) se obtuvo en los medios de cultivo con concentraciones iniciales de glucosa

superiores a 200 g/L.
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En la figura 6 se presentan los resultados de consumo de glucosa y produccién de

metabolitos en el medio de cultivo con 300 g/L de glucosa (8L).
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Figura 6. Cinética de consumo de glucosa (M) y produccion y consumo de écido citrico (X), glicerol
(), eritrol (*) y trehalosa () de 1080 miligramos de glucosa por gramo de poliuretano correspondientes
a 300 gramos de glucosa por litro y concentracion de iones divalentes y KCI disminuida, medio de
cultivo 8L.

Al igual que en el caso interior, el 80 % de la glucosa es consumida en las primeras 40 h
de cultivo, alcanzandose un consumo del 98 % al final. La produccién de glicerol,
eritrol y &cido citrico inicia entre las 15 y 24 h de cultivo y la produccion de trehalosa
inicia a las 30 h. El glicerol alcanzo una concentracion maxima de 10.9 mg/gPUF a las
30 h, posteriormente, su concentracion en el medio de cultivo disminuye hasta su
consumo total al final de la fermentacion. El eritrol alcanzo una méxima concentracion
a las 30 h de cultivo, y ésta permanece practicamente constante hasta el final del mismo.
El &cido citrico alcanza su maxima concentracion (94 mg/gPUF ) a las 70 h de cultivo, y
al igual que el eritrol, el acido citrico producido permanece hasta el final. Finalmente, la
trehalosa alcanza una concentracion maxima de 14.8 mg/gPUF a las 40 h,
posteriormente disminuye hasta alcanzar 3.6 mg/gPUF al final del cultivo.

Una vez que se determind la concentracion de fuente de nitrégeno necesaria para la
produccion de acido citrico y polioles en un medio de cultivo con 300 g/L (9L) de
glucosa, se procedié a evaluar el efecto de la limitacién por Fe*? sobre la produccion de
metabolitos.
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5.2. EFECTO DE LA LIMITACION POR N, FE Y MG SOBRE EL CONSUMO DE
GLUCOSA Y LA PRODUCCION DE METABOLITOS

En esta etapa se evalud el efecto de la disminucion de nutrientes minerales (90 %) sobre
los perfiles de crecimiento, consumo de sustrato y produccion de metabolitos en medios
de cultivo con concentraciones iniciales de glucosa de 50 y 100 g/L (medios 5L y 6L).
Se seleccionaron estas concentraciones de glucosa, debido a que el consumo de glucosa
en ambos fue del 100 %.

En los cultivos con 50 y 100 g/L de glucosa se observé un consumo de glucosa del 51 y
37% respectivamente, debido a una fuerte limitacion por nutrientes, particularmente por
nitrégeno. En ninguno de los medios ensayados hubo produccion de acido citrico y
polioles.

Estudios similares reportados por Pintado et al, (1997) demostraron que medios de
cultivo con relacién carbono/nitrégeno cercanas a 60, favorecen tanto el consumo de
glucosa como la produccidn de acido citrico. En nuestro caso, con los medios utilizados
(5L y 6L) se tiene C/N de 134; por lo que la baja concentracion de nitrégeno limita
considerablemente el consumo de la fuente de carbono, el crecimiento y la formacion de

polioles y acidos orgénicos.

5.3. EFECTO DE LA LIMITACION POR MG* Y FE**SOBRE EL CONSUMO DE
GLUCOSA Y LA PRODUCCION DE METABOLITOS

Con base a los resultados obtenidos en los medios limitados por nitrégeno, se evaluo el
efecto de la reduccién de minerales (Fe*?, Mg, K*' y CI™), con concentraciones
iniciales de glucosa de 200 y 300 g/L, manteniendo una relacion C/N de 44.

En la figura 5 se presentan los resultados de consumo de glucosa y produccién de

metabolitos en el medio de cultivo con 200 g/L de glucosa (7L).
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Figura 5. Cinética de consumo de glucosa (M) y produccion y consumo de &cido citrico (X), glicerol
(&), eritrol (*) y trehalosa (e) de 445 miligramos de glucosa por gramo de poliuretano correspondientes a
200 gramos de glucosa por litro y concentracion de iones divalentes y KCI disminuida, medio de cultivo
7L.

Al final del cultivo (80 h) se obtuvo el 96 % de consumo de glucosa; sin embargo, a las
40 h de cultivo ya se habia consumido el 83 % de la glucosa inicial.

De los productos del metabolismo detectados en el medio de cultivo, el &cido citrico es
el primer metabolito en presentarse en el desarrollo de la fermentacion. Su produccion
inicia a las 16 h, obteniéndose la maxima concentracion (18.0 mg/gPUF) a las 55 h de
cultivo, posteriormente disminuyo hasta llegar a una concentracion final de 11.5
mg/gPUF a las 80 h al final de la fermentacion.

El eritrol es el segundo metabolito en producirse durante la fermentacion. Su
produccion inicia a las 24 h de cultivo y alcanza una concentracion maxima de 41.1
mg/gPUF a las 30 h, después de este momento empieza disminuir hasta llegar a una
concentracion final de 25.6 mg/gPUF a las 80 h. La trehalosa es sintetizada como
carbohidrato de reserva, ésta se empieza a producir a partir de las 24 h llegando a una
concentracion maxima de 3.8 mg/gPUF a las 46 h y se consume a las 70 h de
fermentacion, lo cual nos indica que el hongo empieza a utilizarla como fuente de
carbono para su metabolismo. La produccion de glicerol bajo estas condiciones de
cultivo fue préacticamente nula, sélo se detectd a las 70 h de cultivo a una concentracion

de 2.9 mg/gPUF, para posteriormente ser metabolizado.
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En la figura 7 se presentan la cinéticas de consumo de glucosa y produccion de acido

citrico y polioles por A. niger en un medio de cultivo sin adicién de Fe** medio 9L.
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Figura 7. Cinética de consumo de glucosa (H) y produccién y consumo de acido citrico (X), glicerol
(&), eritrol (*) y trehalosa (e) de 1062 miligramos de glucosa por gramo de poliuretano correspondientes
a 300 gramos de glucosa por litro y concentracion 0 de FeSO,4 , medio de cultivo 9L.

A pesar de que se obtiene un consumo de glucosa del 93 % en etapas se consume
rdpidamente a partir de las 50 h de cultivo En las primeras 16 h de la fermentacion se
tiene un consumo lento (menor al 4 %), en la segunda de las 16 a las 55 h el consumo es
del 25 %, y en las ultimas 25 h de fermentacion se consume el 48 % de la glucosa
inicial.

La produccion de trehalosa inicia a las 25 h de cultivo y alcanza su maxima
concentracion (14.9 mg/gPUF) a las 36 h; permaneciendo constante hasta las 50 h,
posteriormente es consumida. La produccion de eritrol y de acido citrico inicia a las 33
h de cultivo. El eritrol alcanza su méxima concentracion (47.6 mg/gPUF) a las 66 h, y
es consumido por completo a las 72 h. La maxima concentracion de acido citrico (149.
mg/gPUF) se obtiene a las 66 h de cultivo y permanece constante hasta el final de la
fermentacion. La acumulacion de glicerol en el medio de cultivo inicia a las 50 h,
alcanzando su maxima concentracién (23.3 mg/gPUF) a las 58 h de cultivo, después de
lo cual es metabolizado completamente. Es importante hacer notar que bajo estas

condiciones no existe ninguna relacion entra la produccion del &cido citrico y la del
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glicerol, por tanto también se puede establecer que el glicerol no es el causante de la
detencion del ciclo de &cidos tricarboxilicos.

En los cultivos realizados en ausencia de Mg*® no se observé crecimiento de A. niger.
En la tabla 11 se resumen los principales resultados durante los estudios de los medios
de cultivo 7L, 8L y 9L.

En los tres medios de cultivo se produjeron los metabolitos esperados, tales como el
glicerol, eritrol, &cido citrico y trehalosa. Por tanto, se establece que para la produccién
de metabolitos se requiere una alta concentracion de glucosa. Bajo estas condiciones de
fermentacion la produccion de metabolitos sigue el mismo patrén hasta hora reportado
por Cordova (1994) y Pintado et al (1998).

Tabla 11. Méaxima produccidn de biomasa de A .niger y de metabolitos en medios de cultivo con
diferentes concentraciones iniciales de nutrientes en FMS con PUF como soporte inerte*.

7L 8L 9L
Glucosa inicial 445 1072 1060
(mg/gPUF)
Glucosa final 17.8 32 78
(mg/gPUF)
Glicerol max. 2.9 10.9 23.3
(mg/gPUF) (70 h) (30 h) (52 h)
Eritrol max. 411 21.9 47.6
(mg/gPUF) (30 h) (46 h) (66 h)
Trehalosa max. 3.8 14.8 14.9
(mg/gPUF) (46 h) (46 h) (32h)
Acido citrico max. 18 94 149
MPUF) (55 h) (70 h) 66 h)
Biomasa méxima 24.9 67.9 40.5
(mg/gPUF) (30 h) (46 h) (50 h)
Fase lag (h) 8 31 33

* Las cifras entre paréntesis indican el tiempo al que se obtuvo la méxima concentracién de cada uno de
los productos indicados.

Como se puede observar claramente la produccion de metabolitos en el medio 9L es
mucho mayor que en el medio 7L y 8 L, con lo cual podemos establecer que en
condiciones de limitacion de iones se obtiene una mayor concentracién de metabolitos
excepto de trehalosa. Es importante remarcar que la ausencia de Fe*? en el medio de

cultivo es uno de los factores mas importante para la acumulacién y produccion de
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acido citrico. Otro posible factor se encuentra en la concentracion de los iones
presentes en la formulacion.

Bajo las condiciones de cultivo de los medios 7L y 8L, la produccién de acido citrico es
independiente de la produccion de glicerol. En el medio de cultivo con 200 g/L de
glucosa (7L) la produccion de acido citrico tiene lugar sin que se acumule glicerol en el
medio de cultivo. Por otra parte, en el medio de cultivo con 300 g/L (8L) de glucosa la
produccion de acido citrico y glicerol inician al mismo tiempo, por lo que no se observa
que la acumulacion de &cido citrico dependa de una concentracion alta de glicerol, tal y
como lo determinaron Legisa y Mattey (1986) para fermentaciones liquidas y Cérdova
(1994) para FES utilizando amberlita como soporte.

Los resultados obtenidos demuestran que el eritrol es el poliol de mayor importancia
dentro de la osmoregulacion causada por el estrés de altas concentraciones de glucosa
en FES utilizando poliuretano como soporte.

Nuestros resultados rompen con el esquema establecido por los estudios realizados
anteriormente en donde indican que el glicerol es la pauta para la acumulacion del acido
citrico. Excepto por lo propuesto por Arisan-Atac y Kubicek (1996), quién establece
que el glicerol no inhibe la enzima isocitrato—deshidrogenasa NADP-dependiente con lo
cual la acumulacién de &cido citrico no depende de la presencia de glicerol, sino de la
presencia de algunos de los metales en el medio de cultivo. Infante et al (1999)
proponen que los metales juegan un papel muy importante dentro de la fermentacion de
A. niger. El cobre, el manganeso y el zinc ejercen un efecto activador en la enzima
isocitrato deshidrogenasa NADP-dependiente del ciclo de &cidos tricarboxilicos, en
tanto que el calcio tiene un efecto inhibitorio en la enzima.

En el caso de la fermentacion con 300 g/L de glucosa (medio 8L), el inicio de la
produccion de glicerol y de &cido citrico se da al mismo tiempo. Al parecer en ésta
fermentacion tampoco existe la influencia del glicerol sobre la isocitrato deshidrogenasa
NADP dependiente debido a que si empiezan al mismo tiempo la inhibicién de la
enzima no es por la presencia del glicerol en el medio es por otra causa y la
acumulacion de acido citrico depende de otro factor.

La dependencia del glicerol sobre la enzima isocitrato deshidrogenasa esta directamente
relacionada con la formulacion del medio de cultivo y la concentracion de cada uno de
los minerales, por tanto se plane6 la siguiente y ultima etapa de experimentos en donde

se elimina totalmente uno de los iones divalentes 0 ambos.
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Los resultados obtenidos de estos experimentos contradicen los estudios realizados
anteriormente, los cuales indican que el glicerol es la pauta para la acumulacion del
acido citrico, por tanto se establece que en FMS la acumulacion del acido citrico
requiere de concentraciones limitantes de N (C/N=44), Mg (C/Mg=2090) y Fe
(C/Fe=1780). Incluso la exclusion de | a fuente de Fe*? del medio de cultivo (medio
9L), no limita completamente el crecimiento, ni la produccién de acido citrico y
polioles.

Se establece que la acumulacion del &cido citrico esta determinada por la concentracion
de iones Fe*? y Mg*? presentes en el medio. También nos establece que sin la presencia
del magnesio A. niger, es incapaz de sobrevivir, en cambio sin la presencia de fierro

existe una mayor acumulacion de acido citrico.
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6. CONCLUSIONES

» Los estudios realizados con diferentes concentraciones de glucosa demostraron que
la produccion de metabolitos solo se da a concentraciones altas de glucosa (mayores a
200 g/L). Bajo estas condiciones, el glicerol es el causante de la acumulacion de acido

citrico en medios de cultivo con bajo altas concentraciones de iones divalentes.

» La ausencia de fierro y con bajas concentraciones de magnesio (magnesio 0.284
g/L) es el que origina la acumulacion de &cido citrico; bajo estas condiciones, la
produccion de acido citrico es independiente de la produccién y acumulacion de

glicerol.

» El eritrol es el osmoregulador mas importante en FES utilizando poliuretano como

soporte, con altas concentraciones de glucosa .
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