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Resumen

El Acido citrico se produce industrialmente por fermentacion en estado liquido utilizando
hongos del género Aspergillus; sin embargo, este proceso depende en gran medida de la
composicion del medio de cultivo. Por otro lado, la produccién de acido citrico por
fermentacidén en estado sélido es mas robusta en términos fisioldgicos y nutricionales,
favoreciendo el crecimiento y permitiendo el desarrollo de procesos mas productivos.
Tradicionalmente, la fermentacién en estado sélido utiliza residuos agroindustriales; sin
embargo, esto provoca problemas operativos relacionados con la composicidon quimica del
medio y problemas analiticos para la cuantificacion de sustrato, biomasa y de recuperacién
de productos. Por ello, una alternativa es el uso de soportes inertes como la espuma de
poliuretano, ya que tiene una alta capacidad de retencion de agua (hasta 60 veces su peso),
permitiendo recuperar productos concentrados, ya que no es necesario anadir agentes de
extraccién como ocurre con el uso de residuos agroindustriales como sustrato. El uso de
espuma de poliuretano impregnada con un medio definido permite disefiar condiciones de
cultivo precisas para la produccién de acido citrico. El objetivo de este trabajo fue evaluar
el efecto de la composicién del medio de cultivo definido sobre la produccién de acido
citrico por A. brasiliensis cuando crece sobre espuma de poliuretano aprovechando las
ventajas de la FES. Para esto, se utilizé un enfoque estadistico basado en disefios factoriales
para incrementar la produccion de acido citrico. Como resultado, los rendimientos maximos
de dacido citrico y polioles a partir de glucosa como fuente de carbono fueron 0.62
Cmol/Cmoly 0.11 Cmol/Cmol respectivamente. La produccién de acido citrico y el consumo
de sustrato se vieron afectados negativamente por la concentracidn hipertdnica de glucosa
en el medio (>150 mg/mL). Adicionalmente, se determind que los elementos traza (Cu?*,
Zn%*, Mn?* y Mo?*) tienen influencia negativa (> 0.016 mg/mL) sobre la produccidn de acido
citrico, polioles y biomasa. Hasta donde sabemos, este trabajo reporta el mayor
rendimiento de produccion de acido citrico en fermentacion en medio sélido sobre espuma

de poliuretano con un medio de cultivo definido.



Abstract

Citric acid is industrially produced by liquid-state fermentation using fungi of the genus
Aspergillus; however, this process heavily relies on the composition of the culture medium.
On the other hand, citric acid production by solid-state fermentation is more robust in
physiological and nutritional terms, favoring the growth and enabling the development of
more productive processes. Traditionally, solid-state fermentation employs agro-industrial
residues; however, this causes operational issues related to the chemical composition of
the medium and analytical problems for substrate, biomass, and product recovery analysis.
Therefore, an alternative is the use of inert supports such as polyurethane foam, which has
a high-water retention capacity (up to 60 times its weight), allowing the recovery of
concentrated products without the need to add extraction agents as required with agro-
industrial residues as substrates. The use of polyurethane foam impregnated with a defined
medium allows for the design of precise cultivation conditions for citric acid production. The
objective of this work was to evaluate the effect of the composition of the defined culture
medium on citric acid production by A. brasiliensis when grown on polyurethane foam,
taking advantage of the benefits of solid-state fermentation. For this purpose, a statistical
approach based on factorial designs was used to enhance citric acid production. As a result,
the maximum yields of citric acid and polyols from glucose as a carbon source were 0.62
Cmol/Cmol and 0.11 Cmol/Cmol respectively. Citric acid production and substrate
consumption were negatively affected by the hypertonic concentration of glucose in the
medium (>150 mg/mL). Additionally, it was determined that trace elements (Cu?*, Zn?*,
Mn?* y Mo?*) have a negative influence (>0.016 mg/mL) on citric acid, polyols, and biomass
production. To the best of our knowledge, this work reports the highest citric acid
production yield in solid-state fermentation on polyurethane foam with a defined culture

medium.
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1. Introduccion

Los hongos filamentosos se utilizan ampliamente en la industria para producir acidos
organicos, proteinas heterélogas y enzimas de uso industrial (Troiano et al., 2020). Con
relacion a la produccién de acidos orgdnicos, el dcido citrico es uno de los mds importantes
porqgue se utiliza en la industria de alimentos, bebidas, quimica, detergentes, farmacéutica,
cosmética, entre otras (Majumder et al., 2010; Campanhol et al.,, 2019). La industria
alimentaria representa alrededor del 70% del consumo mundial de acido citrico y se espera
gue alcance los 3.9 billones de USD para 2024 (Behera et al., 2021; Reena et al., 2022). El
acido citrico (acido 2-hidroxi-propano-1,2,3-tricarboxilico) es un metabolito intermediario
del ciclo de acidos tricarboxilicos o también conocido como ciclo de Krebs, liberando energia
de carbohidratos, grasas y proteinas a través de la oxidacion de acetil-CoA (Adeoye et al.,
2015). El acido citrico se produce industrialmente utilizando hongos de género Aspergillus
mediante un proceso de fermentacién en medio liquido (FEL); sin embargo, este tipo de
cultivo depende en gran medida de la composicién del medio de cultivo (Show et al., 2015).
Por otro lado, la produccién de acido citrico por fermentacién en medio sélido (FES) es mas
robusta en términos nutricionales, favorece el crecimiento de Aspergillus brasiliensis y
permite el desarrollo de procesos mads productivos (Behera et al., 2021). Los procesos de
FEL alcanzan un mayor rendimiento de acido citrico en comparacién con la FES (Karaffa &
Kubicek, 2003). Muchos estudios han tratado de aumentar el rendimiento de 4cido citrico
en condiciones de FES; no obstante, ninguno de ellos ha alcanzado rendimientos superiores
a 0.55 Cmol/Cmol a partir de glucosa como fuente de carbono. En promedio el rendimiento
de produccién de acido citrico en FES es alrededor de 0.30 Cmol/Cmol (Gutiérrez-Rojas et
al., 1995; Pintado et al., 1998; Vandenbergue et al, 2000; Kuforiji et al, 2010).
Tradicionalmente, la FES utiliza residuos agroindustriales (residuos de pifia, bagazo de cafa
de azucar, granos de maiz, bagazo de yuca, cascara de café, cdscara de kiwi, cascara de
platano, entre otros) cuya heterogeneidad y complejidad provoca problemas operativos
relacionados con la composicion quimica del medio y problemas analiticos para la

cuantificacién de sustrato, biomasa y producto; ademas de complicar la recuperacion del



producto (Kumar et al., 2022). Por ello, una alternativa es el uso de soportes inertes como
la espuma de poliuretano (EPU), debido a su alta capacidad de retencion de agua (hasta 60
veces su peso), permitiendo recuperar el acido citrico concentrado; ya que no es necesario
afiadir agentes de extraccién como ocurre con el uso de residuos agroindustriales como
sustrato (Nufez-Reyes et al., 2022). Como se ha mencionado, la produccién de acido citrico
estd regulada por la composicion del medio de cultivo (Show et al., 2015). Dicha
composicion incluye aspectos como el tipo y concentracion de la fuente de carbono,
limitacién de oxigeno, concentraciones limitantes de fosfato, magnesio y oligoelementos
(Guilherme et al., 2008; Diano et al., 2009; Ozdal & Kurbanoglu, 2019). En particular, la
limitacion de oxigeno durante la produccion de acido citrico conduce a la produccion de
polioles como glicerol, eritritol, manitol y arabitol (Diano et al., 2006); ademas, otros
polioles como el xilitol, ribitol y dulcitol pueden llegar a producirse en condiciones
especificas. Por ejemplo, una disminucion repentina de la disponibilidad de oxigeno
provoca la produccidn de manitol y el uso de xilosa como sustrato provoca una gran
produccién de xilitol (David et al., 2003; Ruijter et al., 2003; Diano et al., 2009). Los polioles
tienen distintas funciones como: 1) reservas de carbohidratos, 2) osmorregulaciéon, 3)
almacenamiento de poder reductor y 4) componentes de translocacion (Lewis & Smith,
1967). Por ejemplo, el eritritol y glicerol estan ligados a una alta presién osmética en el
medio provocado por una alta concentracidon de fuente de carbono. Por otro lado, el papel
de la enzima manitol-1-fosfato deshidrogenasa es ayudar en la re-oxidacion de NADH
cuando el aceptor final de electrones, el oxigeno es limitante (Diano et al., 2009). Las vias
de biosintesis y catabolismo de los polioles pueden ser diferentes para cada especie de
Aspergillus. Estas vias han sido estudiadas principalmente en Saccharomyces cerevisiae,
Aspergillus nidulans y Aspergillus niger en condiciones de cultivo liquido (Hohmann, 2002;
Diano et al., 2006). Ademads de ser muy poco estudiado, el uso de soportes inertes como la
EPU impregnado con un medio definido permite disefiar condiciones de cultivo precisas
para la produccidon de dacido citrico por FES. Este estudio tuvo como objetivo analizar el
efecto de la composicion de un medio de cultivo definido sobre la produccion de acido

citrico por Aspergillus brasiliensis cuando crece en EPU aprovechando las ventajas de la FES.



2. Antecedentes

2.1. Hongos filamentosos

Los hongos son organismos eucariontes capaces de degradar materia orgdnica, con una
estimacion de mas de un millén de especies diferentes, los hongos representan un reino
extremadamente diverso debido a sus propiedades morfolégicas vy fisioldgicas. Dentro de
este reino se encuentran los hongos filamentosos que se distinguen por formar micelio
compuesto de hifas septadas o estructuras filamentosas ramificadas que se dividen en
distintas secciones (Troiano et al., 2020). Los hongos filamentosos se caracterizan por
producir una amplia gama de enzimas como celulasas, xilanasas, peroxidasas, lacasas,
proteasas, o.- amilasas, B-xilosidasas, lo que les permite degradar sustratos como celulosa,
lignina, almiddn y sus respectivos mondmeros (Troiano et al., 2020). Posteriormente, los
mondmeros se metabolizan y se generan productos valiosos como acidos orgdnicos y etanol
(Liaud et al., 2014). La biomasa de los hongos filamentosos tambien puede ser fuente de
vitaminas, fibra, proteinas, pigmentos y enzimas. Estos metabolitos tienen muchas
aplicaciones en la industria de los alimentos, combustibles y biopolimeros (Wikandari et al.,
2021). Estas cualidades, han sido aprovechadas por la humanidad para la produccién de
metabolitos de interés industrial como el acido citrico, dcido fumarico, asi como la penicilina
producidos por Aspergillus niger, Aspergillus oryzae y Penicillium chrysogenum (Troiano et
al., 2020). En la actualidad, el acido citrico es el producto fungico mds importante en

términos de produccidn a nivel industrial (Reena et al., 2022).

2.2. Aspergillus brasiliensis

La taxonomia del género Aspergillus es complicada debido a la falta de criterios
taxondmicos adecuados que discriminen las diferencias entre especies. Tanto Aspergillus
niger como Aspergillus brasiliensis se encuentran dentro de la seccion Nigri. Esta seccion

abarca un conjunto de 26 taxones caracterizados por la produccion de un pigmento negro



y la capacidad de producir acido citrico. Ambas especies son morfolégicamente
indistinguibles, lo cual da origen a ambigliedades al atribuir caracteristicas morfoldgicas y
bioquimicas (Canada, 2014). La especie A. brasiliensis fue formalmente reconocida en el
afio 2007, engloba diversas cepas previamente catalogadas como A. niger, entre las cuales
se encuentra la cepa ATCC 9642 (Varga et al., 2007). El nombre de la especie hace referencia
al lugar de aislamiento (Pedreira, Sao Paulo, Brasil). Esta especie presenta diferencias
morfoldgicas con respecto a A. niger y A. tubingensis como el tamafio de sus conidios (3.5-
4.5 um) y el tamafio de sus vesiculas (30-45 um); ademads, presenta diferencias en
determinadas regiones de su genoma como se evidencia en las secuencias de los genes de
B-tubulina y calmodulina (Varga et al., 2007). Adicionalmente, es capaz de producir
metabolitos extracelulares unicos como pironas (aurasperona B), tensidol A, entre otros;
por el contrario, no produce ocratoxina A, y funalenona lo que hace que sea considerada

como una especie independiente (Varga et al., 2007).

2.3. Produccidn de acido citrico por Aspergillus niger

El 4cido citrico (acido 2-hidroxi-propano-1,2,3-tricarboxilico) es un metabolito
intermediario del ciclo de acidos tricarboxilicos o ciclo de Krebs, su peso molecular es de
192.12 g/mol, el cual tiene tres valores de pKa (3.13, 4.76 y 6.39) (Borekgi et al., 2021). Para
producir acido citrico se han empleado una gran variedad de microorganismos, incluidas
bacterias, hongos y levaduras; sin embargo, A. niger es superior a otros microorganismos
debido a su alto rendimiento (95 kg de acido citrico por cada 100 kg de azucares
suministrados) de producto final (Karaffa & Kubicek, 2003; Chergui et al., 2021). Este acido
organico tiene una amplia demanda en la industria alimentaria (70%), farmacéutica (12%)
y otras (18%) y se espera que alcance los 3.9 billones de USD para 2024 (Behera et al., 2021,
Reena et al., 2022), debido a sus aplicaciones como: 1) antioxidante, 2) acidulante, 3)

aromatizante, 4) conservante y 5) emulsionante (Borekgi et al., 2021).

El 4cido citrico fue identificado por primera vez en 1784, por el quimico Carl Scheele, que lo



obtuvo a partir de jugo de limdén (Show et al., 2015). La produccién comercial de acido citrico
a partir de limones inicid en Inglaterra en 1826. Con el aumento del valor comercial del
acido citrico, se inicié la produccidn en Italia y se establecié un monopolio que durd hasta
finales del siglo XIX. Durante la Primera Guerra Mundial se interrumpieron las exportaciones
italianas de acido citrico, lo que provocd la demanda de fuentes alternativas. Esto resulto
en el descubrimiento en 1917, por el quimico estadounidense James Currie, de la capacidad
de A. niger para producir acido citrico; sus observaciones indicaron que las condiciones de
cultivo son valores bajos de pH, alta concentracién de azucar y la adicion de sales minerales
(Currie, 1917), antes de ese hallazgo A. niger solo era conocido por producir acido oxalico.
A partir de estos estudios la produccién de acido citrico se incrementd y a principios de los
afios 50, ya existia toda una industria para su produccién basada en procesos de FEL. El
acido citrico (anhidro, pureza: 99.5%~100.5%) tiene un bajo costo relativo a otros productos

biotecnoldgicos (0.75 USD por kilo) (www.alibaba.com) provocando que mejorar el

rendimiento de produccion tenga poco beneficio econédmico. Tradicionalmente, la industria
ha intentado mejorar el rendimiento de produccion de acido citrico utilizando técnicas de
mutagénesis con agentes quimicos y fisicos, lo que permite obtener cepas
superproductoras (Mores et al., 2021). Otras estrategias se centran en el uso de la
ingenieria metabdlica para aumentar el consumo de sustrato, el uso de nuevos sustratos y
la regulacion morfoldgica-metabdlica fungica (Mores et al.,, 2021); no obstante, es poco
comun que tales mejoras estén protegidas por patentes. En consecuencia, el secreto sobre
la produccion de acido citrico es una herramienta importante para la industria. Esta
situacion ha motivado a la industria a invertir en investigaciones para comprender los
procesos metabdlicos implicados en la produccidn de acido citrico (Alekseev et al., 2015).
Tratando de comprender mejor los procesos de regulacion metabdlica fungica, se ha
incursionado en el uso alternativo de otras especies como A. brasiliensis para la produccion

de acido citrico.


http://www.alibaba.com/

2.4. Mecanismos de regulacion del metabolismo

Las rutas del metabolismo de la glucosa proporcionan, en la direccién catabdlica, la energia
esencial para las funciones fundamentales de la célula y en la direccion anabdlica,
precursores biosintéticos y una forma de almacenamiento de energia metabdlica (Popovic,
2019). Estas reacciones son tan importantes para la célula que han surgido complejos
mecanismos de regulacion para asegurar que los metabolitos de cada ruta van en direccién
correctay a la velocidad adecuada para satisfacer las condiciones que envuelven a la célula.
Mediante el uso de diversos mecanismos regulatorios, se producen ciertos ajustes sobre la
velocidad de flujo metabdlico a través de toda la ruta cuando se existen cambios sobre las
condiciones ambientales a la cuales esta expuesta una célula; por ejemplo, una alta

concentracion de glucosa (Karaffa & Kubicek, 2019).

El término regulacion metabdlica se refiere al proceso para mantener algin parametro
celular, por ejemplo, la producciéon de un metabolito a través de tiempo como el acido
citrico, aun cuando cambie el flujo metabdlico debido al cambios en la ruta como, por
ejemplo, la produccién de polioles durante la produccién de acido citrico (Diano et al.,
2006). Por otro lado, el control metabdlico se refiere a un proceso que conduce a una
variacion sobre el rendimiento de una via metabdlica durante el tiempo en respuesta a

alguna sefial o cambio sobre las condiciones ambientales (Karaffa & Kubicek, 2019).

2.5. Regulacién del metabolismo de carbohidratos

El primer evento para que el metabolismo tenga lugar, es el transporte de nutrientes a
través de una membrana que separa la célula de su entorno. Debido a su naturaleza lipidica,
las membranas son altamente selectivas al paso de compuestos polares. Los compuestos
polares sdlo pueden atravesar la membrana con ayuda de proteinas transportadoras
especificas. Existen dos tipos de transporte de membrana; transporte no mediado, el cual

tiene lugar por difusion simple; y el transporte mediado, que requiere la participacion de



proteinas acarreadoras especificas que son susceptibles a saturarse, ser inhibidas

competitivamente y a inactivarse por compuestos quimicos (Voet, 2007).

El transporte mediado tiene dos clasificaciones acordes a la termodindmica del sistema: a)
transporte pasivo, también llamado difusidn facilitada, en donde las moléculas fluyen desde
una alta a una baja concentracién hasta equilibrar su gradiente de concentracion; b)
transporte activo, en donde las moléculas son transportadas desde una baja a una alta
concentracion; es decir, en contra de gradiente de concentracién. Este ultimo proceso
requiere energia para ser llevado a cabo (Voet, 2007). Durante el proceso de transporte de
la glucosa a través de la membrana se han identificado dos diferentes permeasas
(transportadores) en A. niger que difieren en su afinidad por la glucosa. Las permeasas de
alta afinidad actuan cuando la concentracion de glucosa es baja (1% p/v) en el medio;
mientras, que las permeasas de baja afinidad actuan cuando existe una alta concentracién
de glucosa (15% p/v) en el medio (Torres et al., 1996). Un consumo acelerado del carbono
de la glucosa provoca un alto flujo en la via glucolitica, lo que ha sido relacionado con una
alta produccién de acido citrico (Mora-Pérez et al., 2023). Adicionalmente, el andlisis
transcriptomico de A. niger durante un proceso de fermentacién confirma que las
permeasas de baja afinidad mantienen un alto nivel de transcripcidn, mientras que las

permeasas de alta afinidad no (Yin et al., 2017).

Una vez dentro del citoplasma, la glucosa se descompone por dos rutas metabdlicas: (i) la
glucdlisis o Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) y (ii) pentosas fosfato (PP). La EMP estd
regulada por energia, la regulacion del metabolismo de carbohidratos es crucial para
mantener constantes los niveles de ATP. No obstante, no es prioritario que su
concentracion sea alta, sino que esté balanceada su velocidad de reciclamiento; es decir, el
ATP debe formarse tan pronto como se utiliza. La manera mas efectiva de lograrlo es
controlando la concentracion de glucosa libre y de la almacenada. Si en determinado
momento la célula necesita energia, entonces la glucdlisis debe entrar en operacion y
degradar glucégeno, liberando glucosa 1-fosfato. Si por otro lado no necesita energia, la via

glucolitica debe cerrarse y almacenar glucosa para utilizarse después; esto debe favorecer



la sintesis de glucégeno. Todo el metabolismo logra realizar estas funciones debido a las
enzimas que participan para llevarlas a cabo. Las velocidades metabdlicas también estan
reguladas a nivel genético mediante el control de la velocidad de sintesis de alguna enzima.
Entre las moléculas efectoras de mayor relevancia en la célula son ATP, ADP y AMP. Su
concentracion es un indicador del nivel de energia en la célula, mientras que la abundancia
de AMP y ADP indica un bajo nivel de energia dando una sefial para que entre en accion el
catabolismo glucolitico y se produzca energia en forma de ATP (Voet, 2007; Alekseev et al.,
2015). Utilizando ATP, la glucosa se transforma en piruvato mediante 10 reacciones

enzimaticas, algunas de las mas importantes se presentan a continuacion (Tabla 1).

Tabla 1. Enzimas reguladoras del metabolismo de carbohidratos

Nombre de la Efecto Efecto .
. . . Comentario
enzima positivo negativo
GIucégeno AMP GEP Su concentracion esta regulada por
fosforilasa hormonas.
Glucégeno sintasa G6P i Su concentracién esta regulada por
hormonas.
Hexoquinasa - G6P Tiene retroinhibicidn.
fosfofructoquinas Principal nto d trol de |
uctoqui AMP,FBP  ATP, citrato | Pa' Punto de control de 1a
a glucolisis.
¢ i , .
r.uctosa 1,6 i AMP, FBP Paso regulador en la sintesis de
bifosfatasa glucosa.
. . ATP, acetil También estd regulada por las
Piruvato quinasa - . ;.
CoA formas isoenzimicas.
pi t .
iruvato acetil CoA i Ayuda a mantener los niveles de

descarboxilasa

glucosa y de oxalacetato.

En el otro caso de que la glucosa se descomponga por medio de la ruta PP, los principales
productos resultantes de este seran los polioles (Diano et al., 2009), las reacciones

especificas para su formacion seran abordadas en siguientes secciones.



2.6. Regulacion del metabolismo en el ciclo de los acidos tricarboxilicos

Las moléculas de piruvato entran a la mitocondria, donde el complejo piruvato
deshidrogenasa oxida al piruvato transformandolo en una molécula de dos carbonos; la cual
se une a la coenzima A (CoA) y forma acetil-CoA, cuya funcion es transportar el grupo acetilo
hacia el ciclo de Krebs o ciclo de los acidos tricarboxilicos (CAT). Enzimas como la aconitasa,
la isocitrato deshidrogenasa (ICDH) y la a-cetoglutarato deshidrogenasa (CGDH) son las
encargadas de regular el CAT. La CGDH y la ICDH tienen en comun que catalizan las
reacciones con energias libres negativas; lo que significa, que estas reacciones son
favorables termodinamicamente (Kumar & Kumar, 2019). La aconitasa es la enzima que
cataliza la reaccién entre citrato, cis-aconitato y el isocitrato; los argumentos que
fundamentan su papel regulador en la acumulacién de citrato estriban en estudios in vitro,
donde la acumulaciéon de citrato disminuye en presencia de hierro, el cual es un
componente estructural y activador de la aconitasa. Por otro lado, el cobre y el perdxido de
hidrégeno que inhiben la aconitasa in vitro, actuan como estimuladores sobre la produccién
de acido citrico (Kubicek, 1985). La CGDH es un complejo multi-enzimatico que cataliza la
reduccion de a-cetoglutarato a succinil-CoA. Es responsable de la acumulacién de acido
citrico por ser altamente regulado y por ser considerado como el sitio de control en el flujo
de intermediarios del ciclo de Krebs (Kumar & Kumar, 2019). Por otra parte, la ICDH es la
enzima que media la reaccidn entre el isocitrato y el a-cetoglutarato y algunos estudios in

vitro han mostrado que es inhibida por la acumulacion de citrato, en ausencia de iones

I\/In2+. El manganeso es un elemento cuya presencia tiene un efecto negativo en la
acumulacién de citrato en A. niger, no sélo por ser cofactor de la ICDH (Legisa & Mattey,
1989), sino ademads por actuar sobre los transportadores de membrana e influenciar la
composicion de la membrana, causando la secrecion de acido citrico A niger cuando crece
deficiente en este cation (Meixener, 1985). Algunos estudios han mostrado que la ICDH es
extremadamente sensible a pequefias disminuciones de pH (en pH acido), durante la
acumulacién de acido citrico ocurren decrementos de pH micelial en A. niger. Ademas, el

glicerol inhibe la ICDH y es considerado como el iniciador de la acumulacion de citrato



(Legisa & Mattey, 1989). El CAT, a través de la oxidacién de la acetil-CoA libera energia en

forma de ATP, por medio de 9 reacciones enzimaticas (Tabla 2).

Tabla 2. Reacciones enzimaticas en el CAT

et Sustrato Producto Enzima UL d ’e Clasificacion
no. reaccion
1 Acetil CoA + oxalacetato Citrato Citrato sintasa Irreversible  EC2.3.3.1
Citrato Cis-aconitato Aconitasa Reversible EC4.2.1.3
Cis- aconitato Isocitrato Aconitasa Reversible EC4.2.1.3
. N a-cetoglutarato + . . .
4 Isocitrato + NAD NADH + CO, Isocitrato deshidrogenasa Irreversible EC1.1.1.41
a-cetoglutarato + NAD* + Succinil CoA a-cetoglutarato .
5 I bl EC1.2.4.2
CoA NADH + CO; deshidrogenasa rreversivle
Succinato + ATP +
6 Succinil CoA + Pi + ADP C‘;CAC'”a ° Succinil CoA sintasa Reversible  EC6.2.1.5
7 Succinato + FAD E:r[r;:rato Succinato deshidrogenasa Reversible EC1.1.1.42
2
8 Fumarato Malato Fumarasa Reversible EC4.2.1.2
9 Malato + NAD* Oxalacetato Malato deshidrogenasa Reversible EC1.1.1.37

NADH

Por otra parte, se han realizado estudios donde se han mostrado evidencias de un cambio

en el catabolismo de carbohidratos; de una ruta PP predominante en las primeras etapas

de crecimiento de A. niger, a una ruta glucolitica durante la produccién de citrato (Legisa et

al., 1988). El citrato al inhibir a la 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH), reduce el flujo

de carbono a través de la via PP y cesa la sintesis de glicerol. Cuando el glicerol desaparece,

existe suficiente citrato dentro de las células para mantener bloqueada a la ICDH

dependiente de NADP .
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Figura 1. Proceso metabdlico de A. niger para la produccion de acido citrico (Poulsen, 2012).

Para la acumulacién rdpida de citrato se requiere de un flujo glucolitico desinhibido, esta
ruta depende de la actividad de la 6 fosfofructoquinasa (6PFK) que es considerada como la

enzima clave, por ser altamente regulada (Kumar & Kumar, 2019).

2.7. Metabolismo y produccién de polioles

En la industria, el cultivo de hongos filamentosos en cultivos sumergidos representa un
problema por en el control del aumento de la biomasa en el medio, lo que provoca un
incremento en la viscosidad y problemas de transferencia de masa, especialmente sobre Ia

transferencia de oxigeno. Una baja transferencia de oxigeno en el cultivo, causa una alta
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produccién de polioles, algunos ejemplos son: (i) manitol, (ii) glicerol, (iii) arabitol, (iv) xilitol

y (v) dulcitol (Diano et al., 2006).

Los mecanismos de regulacion para la biosintesis y catabolismo de polioles pueden ser
diferentes de un Aspergillus spp. a otro. Los polioles tienen varias funciones sobre el
crecimiento de los hongos filamentosos, sirven como fuente de carbohidratos de reserva,
moléculas osmorreguladoras y de translocacién de componentes (Diano et al., 2006). Los
polioles son metabolizados en las primeras fases del cultivo. Adicionalmente, se ha
reportado que los polioles con cadenas de 6 carbonos son los primeros en producirse,
posteriormente con 5y por ultimo con 4 (Dijkema et al, 1985). Otros autores han reportado,
gue cuando el potencial osmédtico disminuye como consecuencia del consumo de sustrato

los polioles almacenados son utilizados como fuente de carbono (Diano et al, 2006).

Por otro lado, el manitol tiene un efecto en la formacidn de los conidios protegiéndolos de
altas temperaturas, estrés oxidativo y congelamiento (Ruijter et al., 2003). El glicerol y
eritrol han sido descritos como moléculas que juegan un papel osmorregulador en A. niger
y A. nidulans (Gutiérrez-Rojas et al., 1995). En A. nidulans, la glicerol quinasa y glicerol-3-
fosfato deshidrogensa dependiente de FAD (mitocondrial) participan en el catabolismo del
glicerol, los niveles de ambas enzimas son controlados por represion catabdlica,
convirtiendo la dihidroxiacetona y el gliceraldehido en glicerol. El gliceraldehido puede ser
reducido por la enzima glicerol deshidrogenasa dependiente del NADP* o por la alcohol
deshidrogenasa (Hondmann et al., 1994). Adicionalmente, cuando el crecimiento se detiene
y aun el potencial osmdético externo es elevado, el glicerol desaparece y se sintetizan
compuestos polihidroxilados superiores, ya que estos son menos permeables que el glicerol
y son mas faciles de retener, aun cuando no son capaces de sustituir completamente al
glicerol en términos de osmorregulacion (Bloomberg, 1992). A partir de distintos sustratos
(glucosa, xilosa, etc.) se sintetizan por medio de 37 reacciones enzimaticas distintos polioles

relaccionados a las funciones ya descritas (Figura 2).
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Figura 2. Produccion de polioles en A. niger. 1, hexoquinasa; 2, glucosa fosfato isomerasa; 3, 6-
fosfofructoquinasa; 4, hexosa bifosfatasa; 5, fructosa bifosfato aldolasa; 6, triosa fosfato isomerasa;
7, manitol-1-fosfato deshidrogenasa; 8, manitol-1-fosfato fosfatasa; 9, NADP-dependiente manitol
deshidrogenasa; 10, fructosa-6-fosfato fosfatasa; 11, NAD-dependiente glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa (o DHAP reductasa); 12, glicerol-3-fosfato fosfatasa; 13, NAD-dependiente glicerol
14, DHA quinasa; 15, DHAP fosfatasa; 16, NADP dependiente glicerol

deshidrogenasa (o NADPH-dependiente DHA); 17, glicerol quinasa; 18, FAD-dependiente glicerol-3-

deshidrogenasa;

fosfato deshidrogenasa; 19, glucosa- 6-fosfato deshidrogenasa; 20, lactasa; 21, 6-fosfogluconato
deshidrogenasa; 22, fosfoisomerasa; 23, trancetolasa; 24, transaldolasa; 25, eritrosa-4-fosfato
fosfatasa; 26, eritrosa reductasa; 27, D-xilulosa quinasa; 28, D-xilulosa 5-fosfato fosfatasa; 29, D-
ribulosa 5-fosfato fosfatasa; 30, NADP-dependiente D-ribulosa reductasa; 31, NADP-dependiente D-
xilulosa reductasa; 32, NAD-dependiente D-xilulosa reductasa; 33, NADP dependiente «xilitol
deshidrogenasa; 34, NAD-dependiente xilitol deshidrogenasa; 35, NADP-dependiente L-xilulosa
reductasa; 36, NAD-dependiente L-arabitol deshidrogenasa; 37, D-xilosa reductasa (Diano et al.,
2006).

El posible papel que tienen los polioles en la translocacién de compuestos, aun es incierto,
por lo cual es interesante considerar su participacion en los procesos fungicos, ya que
juegan un papel importante en la regulacién metabdlica (Diano et al., 2006). Las mejores

condiciones para la produccion de polioles varian en funcidn del poliol especifico que se

13



busque producir. La limitacidon de oxigeno en el cultivo induce la produccién de manitol,
mientras que un incremento sobre la concentracién de fuente de carbono (>80 g/L)
conduce a la produccién de glicerol y eritrol; sin embargo, es importante destacar que el
rendimiento obtenido no supera los 0.2 Cmol/Cmol de Xilosa (Diano et al., 2009). A medida
gue la fuente de carbono se agota por completo al final de la fermentacion, se observa el
agotamiento total de todos los polioles (Diano et al., 2006). Es fundamental mencionar que
las condiciones para la produccidn de polioles estan interrelacionadas con aquellas para la

produccién de acido citrico.

2.8. Factores ambientales que afectan la produccién de acido citrico

Existen ciertos factores que pueden influenciar la fisiologia y el metabolismo de A.
brasiliensis para favorecer la produccion de acido citrico, algunos de los cuales pueden ser:
(i) fuente y concentracion de macronutrientes, (ii) pH, (iii) aireacidn, (iv) elementos trazay

la (v) adicion de alcoholes (Behera et al., 2021).

2.8.1. Fuente y concentracion de macronutrientes

Carbono, nitrégeno y fosforo son los macronutrientes utilizados para la produccién de acido
citrico. El tipo y la concentracién de la fuente de carbono son dos de los factores mas
importantes, ya que si la concentracion inicial de fuente de carbono es menor a 2.5% (p/v)
no se produce dacido citrico, aun cuando otros factores como la fuente de nitrégeno y
fosforo estén en su concentracién dptima (Xu et al., 1989; Alekseev et al., 2015). Behera et
al. (2021) reportd que la concentracidn dptima de fuente de carbono para la produccién de
acido citrico oscila entre 10% y 14% (p/v). Este efecto se presenta debido a que una alta
concentracion de fuente de carbono inhibe la a-cetoglutarato deshidrogenasa, lo que
conduce a la produccién de acido citrico (Hossain et al., 1983; Behera et al., 2021). La fuente
de carbono mas utilizada en la industria (para procesos de fermentacion) son los jarabes
glucosados provenientes de la hidrdlisis de almiddn, las melazas y los subproductos de la

cafia de azlcar (baja calidad); en general, estos estan contaminados por cationes
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provenientes de procesos anteriores para su obtenciéon (Max et al., 2010). Estos cationes
pueden llegar a tener efectos negativos sobre la produccidn de acido citrico ya que actuan
como activadores de ciertas enzimas, por este motivo es esencial el control riguroso de
estos (Mora-Pérez et al., 2023). Debido a esto, se han realizado diversos estudios utilizando
azucares refinados como sacarosa y glucosa. Adicionalmente, se ha reportado que uso de
monosacaridos y disacaridos favorecen el aumento del flujo glucolitico lo que a su vez

aumenta el rendimiento de acido citrico (Alekseev et al., 2015; Show et al., 2015).

Por otro lado, la concentracién de nitrégeno tiene un impacto destacado, no solo la
composicion estructural de las proteinas, sino también por desempefiar una funcion
primordial en el metabolismo celular. Los medios complejos como las melazas suelen ser
ricos en nitréogeno; en contraste, los medios minerales requieren de sales de amonio y
nitratos adicionales como suplementos (Show et al., 2015). La limitacion de nitrégeno es
esencial, debido a que a una concentracion superior al 0.25% (p/v) ocurre la produccién de
metabolitos como el acido oxalico, provocando que disminuya el rendimiento de
produccién de acido citrico (Behera et al., 2021). Se ha reportado que las principales fuentes
de nitrégeno utilizadas para la produccién de acido citrico son el sulfato de amonio y nitrato
de amonio, debido a que el consumo de sales de amonio conduce a una reduccién del pH
(Alekseev et al., 2015); sin embargo, fuentes de nitrégeno en su forma oxidada como el
nitrato de sodio también pueden ser utilizadas como una alternativa (Mora-Pérez et al.,

2023).

En conjunto con las fuentes de carbono y nitrégeno, se destaca la relevancia del fésforo
como un factor determinante para la produccion de acido citrico. Este es usado en la célula
en forma acidos nucleicos, fosfolipidos y como ATP. La adicidon de fésforo tiene efecto sobre
la produccién de acido citrico y crecimiento micelial (Show et al., 2015); sin embargo, este
debe ser adicionado a baja concentracidn (0.25 g/L) para tener un efecto positivo sobre la
produccién del acido citrico (Ozdal & Kurbanoglu, 2019), no existe una explicacion concreta
sobre este efecto, pero algunos informes sugieren que el fédsforo actua a nivel de eficiencia

enzimatica en lugar de expresién genética (Alekseev et al., 2015).
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2.8.2. pH

El pH del medio cambia en respuesta de la actividad metabdlica microbiana, esto se debe
principalmente a la produccion de acidos organicos, tales como citrico, oxalico y glucdénico.
Se sabe que valores de pH bajos (cercanos a 3) durante la etapa de produccién de acido
citrico, inhiben la formacidén de subproductos como el dcido oxalico y glucdnico; ademas, se
reduce la probabilidad de contaminacién del cultivo (Max et al., 2010; Show et al., 2015).
Este fendmeno (reduccién del pH) se puede explicar al saber que las reservas de NADH se
oxidan en la cadena respiratoria, mientras que el ATP es utilizado por ATPasas asociadas a
la membrana celular para mantener el gradiente de pH entre el citoplasma (pH a 6.5) y el
medio extracelular; por lo tanto, disminuir el pH del medio es una herramienta para regular
el estado energético de la célula y utilizar el ATP resultante, que de otro modo crearia un

desequilibrio metabdlico e inhibiria la acidogénesis (Alekseev et al., 2015).

2.8.3. Aireacion

La aireacidon en FES es uno de los factores criticos que afecta el crecimiento microbiano, su
metabolismo y la productividad del proceso (Rodrigues et al, 2013), ya que no sélo
suministra oxigeno, sino que también remueve el calor metabdlico, gases y productos
volatiles formados durante la fermentacién (Vandenberghe et al., 2020). La aireacién puede
usarse para controlar la humedad en el sistema e influenciar la produccion de metabolitos
microbianos. Diano et al., (2006) reportan que la produccidon de polioles incrementa,
cuando el oxigeno disuelto de los cultivos disminuye en FEL. Otro estudio enfocado en la
produccién de succinato con A. niger, demostrd que el cambio de la disponibilidad de
oxigeno afecta la fisiologia y produccion de metabolitos en el medio, al disminuir la
aireacion del medio se aumenta la produccidn de succinato y polioles, sin embargo; a pesar

de esto, los productos estan presentes en baja concentracion (Meijer et al., 2007).

Vandenberghe et al., (1999) reportaron que se requiere una concentracion superior al 25%
(oxigeno disuelto) para optimizar produccién de acido citrico; sin embargo, la elevada tasa
de aireacién resulta en la formacién de espuma en el medio, lo cual implica la necesidad de

utilizar agentes antiespumantes. Otros autores sugieren que, durante la fase de
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crecimiento, es esencial mantener una baja concentracién de oxigeno disuelto (9-12%),
seguida de un incremento moderado (12-13%) en la fase de produccion de acido citrico
(Grewal & Kalra, 1995). Durante la fase de crecimiento, cuando el hongo inicia la formacién
de micelio, la concentracién de oxigeno disuelto disminuye, resultando en un aumento de
la concentracién de CO». Este ultimo, actua como sustrato para la piruvato carboxilasa,
suministrando oxalacetato a la citrato sintasa. Un cultivo con baja concentracion de oxigeno
disuelto limita el crecimiento, lo cual es crucial para la produccion de acido citrico, mientras
que los cultivos fuertemente aireados aumentan la esporulacién, disminuyendo la
produccién de acido citrico (Behera et al., 2021). El papel de una baja aireacién es controlar
la actividad respiratoria de A. brasiliensis, desviando el metabolismo de produccion de

biomasa hacia la produccién de acido citrico (Soccol et al., 2006).

2.8.4. Elementos traza

Los elementos traza, tienen un gran impacto sobre la produccidn de acido citrico, ya que
desempefian roles cruciales como activadores o inhibidores de enzimas esenciales para su
acumulacién, al ser componentes integrales de dichas enzimas. No obstante, se ha
reportado que la FES presenta una notable resistencia a la influencia de los elementos traza
en comparacion con la FEL (Show et al., 2015). Dentro de los elementos traza que afectan
la produccidn de acido citrico se encuentran el magnesio (Mg?*), hierro (Fe?*), cobre (Cu?*),
zinc (Zn?*) y manganeso (Mn?*), por lo tanto, es necesario un estricto control de estos para
asegurar una elevada produccidn de acido citrico (Borekgl et al., 2021). Se ha reportado
concentraciones de Mn?* superiores a 10 mg/L reducen drasticamente el rendimiento de

acido citrico en un 50%.

La deficiencia de Mn?* afecta el anabolismo de A. niger, provocando la descomposicion de
proteinas (donde Mn?* es parte estructural), esta protedlisis resulta en una alta
concentracion intracelular de amonio. Una alta concentracidn de amonio inhibe enzimas
como la fosfofructoquinasa (PFK), esencial en la conversidon de glucosa y fructosa en

piruvato, ocasionando una alteracién sobre el flujo metabdlico a través de la glucélisis,
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afectando la produccién de dcido citrico (Show et al., 2015). El Mn?* también ha demostrado
ser importante en muchas funciones celulares, especialmente en la formacion de pared
celular, esporulacion y produccién de metabolitos secundarios (Max et al., 2010). Por otro
lado, el hierro y zinc son componentes estructurales de enzimas implicadas en el
metabolismo del hongo, desempefiando un papel fundamental como estabilizador de la
estructura celular y organelos, especificamente, el zinc esta presente en deshidrogenasas,
aldolasas, polimerasas y proteasas (Borekgl et al., 2021); sin embargo, se ha reportado que
altos niveles de Fe?* pueden tener un efecto negativo sobre la produccién de &cido citrico,
teniendo una concentracion éptima de 1.3 ppm (Behera et al., 2021). El niquel, molibdeno
y cobalto son otros elementos traza que también, a concentraciones elevadas (>0.5 ppm)
pueden llegar a afectar negativamente la produccion de acido citrico en A. niger (Max et al.,

2010; Behera et al., 2021).

A pesar de la extensa exploracidn llevada a cabo en torno a los parametros que influyen en
la produccién de acido citrico, los aspectos bioquimicos, genéticos y fisioldgicos detras de
la sobreproduccidn de este metabolito contindan albergando vacios en lo concerniente a la

comprensién de los mecanismos de regulacion.
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2.8.5. Alcoholes

El efecto de la adicion de alcoholes sobre la produccién de acido citrico ha sido estudiado
ampliamente; sin embargo, el efecto positivo depende en gran medida de la composicion
del medio y la cepa utilizada (Behera et al., 2021). Los alcoholes mas utilizados son metanol
y etanol, debido a los efectos que tiene sobre la actividad enzimatica dentro del ciclo de
Krebs; algunos autores han reportado que la adicidon de etanol duplica la actividad de la
citrato sintasa y a su vez disminuye la actividad de la aconitasa, resultando en una mayor
produccién de acido citrico (Moyer, 1953). Otros autores, han reportado que el metanol
presenta un efecto inhibidor sobre los elementos traza, concluyendo que la concentracién
optima de metanol/etanol, requerida para la produccidn de acido citrico debe estar entre
1%y 5% (Kiel et al., 1981). Adicionalmente, se ha reportado que los alcoholes estimulan la
produccién de acido citrico al afectar el crecimiento y la esporulacion debid a los cambios

sobre la composicion fosfo-lipidica de la membrana celular (Show et al., 2015).

A pesar de esto, el papel que tienen los alcoholes no se conoce completamente, ya que ha
sido relacionado con (i) la inhibicion de efecto adverso de los elementos traza, (ii) cambios
sobre la morfologia del micelio provocando variaciones en la composicion de los
fosfolipidos, (iii) aumento de la permeabilidad de la membrana celular, facilitando la
excrecion del acido citrico y (iv) cierta influencia sobre la actividad enzimatica dentro del
ciclo de Krebs. Por el contrario, algunos autores han reportado efectos negativos cuando se

afiadié metanol ya que A. niger no tiene la capacidad de metabolizarlo (Max et al., 2010).

Tratando de incrementar el rendimiento de produccion de acido citrico, se ha incursionado
en el uso de procesos de FES, modificado unidades experimentales (Vandenbergue et al.,
2004), aireacion (Rodrigues et al., 2013) y utilizando mutantes (de Oliveira et al., 2022); sin

embargo, los procesos de FES aun no han alcanzado el rendimiento reportado para la FEL.
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2.9. Fermentacion en estado soélido

Mitchell et al. (2006) definen a la fermentacion en estado sélido (FES) como la que involucra
el crecimiento de microorganismos sobre particulas sélidas humedas en situaciones en las
gue los espacios entre las particulas contienen una fase gaseosa continua y un minimo de
agua visible. Aunque puede haber gotas de agua entre las particulas y existan delgadas
peliculas de agua sobre las particulas, la fase acuosa entre particulas es discontinua y la
mayoria del espacio interparticula esta ocupado por la fase gaseosa. Ademas del agua en el
sistema, existen varios aspectos importantes que deben ser considerados para el desarrollo
de cualquier proceso de FES. Estos incluyen, la seleccion del microorganismo apropiado, la
seleccidn del sustrato, el soporte, entre otros. En la antigliedad, la FES era empleada para
la elaboracién de masas y quesos fermentados; sin embargo, siguiendo la definicién de FES
el proceso prototipo es la fermentacion de koji, la cual se remonta al afo 300 a.C., este
proceso se basa en un cereal cocido al vapor (trigo o arroz) inoculado con esporas de A.
oryzae, dando como resultado una masa de arroz gelatinizada con una actividad enzimatica
muy alta y utilizado para la produccién de sake, salsa de soya y vinagre (Vandenberghe et

al., 2020).

Actualmente, los procesos de FES son utilizados para la produccién de etanol celuldsico,
acido glucdnico, enzimas y antibidticos (Vandenberghe et al., 2020; Borekgl et al., 2021); ya
gue ofrece numerosas ventajas, como por ejemplo, menos pasos de pretratamiento (Show
et al., 2015), pocos efluentes a tratar (Vandenberghe et al., 2020), aireacion facilitada por
los espacios interparticula del soporte (Rodrigues et al., 2013), entre otros. Sin embargo, el
resurgimiento de los procesos de FES se debe al valor agregado que se les da a los residuos
agroindustriales, debido al modelo de procesos circulares que se han implementado en la
industria (Kumar et al., 2022). El uso de residuos agroindustriales no solo proporciona una
alternativa de su uso, sino que también puede servir directamente a la agricultura, para la

produccién de inoculantes y metabolitos secundarios (Vandenberghe et al., 2020).
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2.10. Tipos de soportes utilizados en fermentacion en estado sélido

Los soportes utilizados en procesos de FES se clasifican en dos categorias dependiendo de
su naturaleza quimica. El primero y mds usado, involucra el uso de residuos

agroindustriales. El segundo, incluye a los soportes inertes (Ooijkaas et al., 2000).

Los residuos agroindustriales usados en procesos de FES sirven simultdneamente como
soporte y como fuente de nutrientes. Esta propiedad puede representar una desventaja, ya
gue, durante el crecimiento del microorganismo el sustrato sélido puede ser degradado,
dando como resultado, que la geometria y caracteristicas del medio se modifiquen y afecten
aspectos relacionados con la transferencia de masa y calor en el medio de cultivo (Barrios-
Gonzalez & Mejia, 1996). Por otro lado, tenemos a los soportes inertes que pueden ser de
origen sintético o de origen natural, los cuales pueden ser impregnados con medios liquidos
sirviendo como reservorio de nutrientes y como punto de anclaje para los microorganismos.
Dentro de estos materiales tenemos al cafiamo, espuma de poliuretano (Valdés-Velasco et
al., 2022), vermiculita (Vandenberghe et al., 2020) y agrolita (Guerrero-Urrutia et al., 2021).
Los soportes inertes presentan varias ventajas sobre los residuos agroindustriales: 1) Se
puede disefiar el medio de cultivo, 2) menor dificultad para recuperar los productos y 3) Los
balances de masa se realizan con mayor facilidad debido a que la concentracién de todos
los nutrientes en el medio de produccidn es conocida y puede ser cuantificada (Kumar et
al., 2022). Para la utilizacién de soportes inertes impregnados con medios definidos en FES,
deben considerarse varios aspectos como la disponibilidad del soporte, impacto ambiental
de los residuos sélidos generados, costos de proceso y los valores de produccién de los

metabolitos a obtener (Ooijkaas et al., 2000).

2.11. Espuma de poliuretano como modelo de estudio para procesos de FES

La espuma de poliuretano (EPU) es un material altamente poroso (>70%) e hidrofébico con

una alta area especifica (300 cm™), presenta la ventaja de tener un alto nivel de
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transferencia de oxigeno (LOpez-Pérez & Viniegra-Gonzalez, 2015). La EPU permite
incrementar el drea especifica (relaciéon drea-volumen hasta 300 cm™) respecto a la FEL
(1cm?), esta propiedad facilita la dispersién del cultivo (a mayor drea especifica mas
espacios libres) maximizando la transferencia de oxigeno respecto a la FEL (Lopez-Pérez &
Viniegra-Gonzalez, 2015). Algunos autores, han reportado que la EPU puede ser un modelo
util para la produccion de proteinas recombinantes de Pichia pastoris, utilizando cubos de
EPU con una longitud de aristas de 1 cm; sin embargo, cuando se amontonan mas de dos
capas de cubos de EPU, el sistema empieza a perder liquido debido a que la fuerza de
gravedad (aplastamiento de los cubos) supera la fuerza capilar con la que se retiene el
medio de cultivo dentro del polimero (Nuiiez-Reyes et al., 2022); por lo tanto, la geometria
de la EPU debe ser considerada para la producciéon de metabolitos, incluyendo al acido
citrico. Por otro lado, las placas de EPU son una geometria practica, algunos autores han
reportado este modelo de estudio para la produccidn de dacido citrico, alcanzando
rendimientos superiores a los 0.5 Cmol/Cmol sobre la fuente de carbono (Pintado et al.,

1998; Mora-Pérez et al., 2023).

2.12. Comparacion de los procesos de FES y FEL

La FES presenta ciertas ventajas sobre la FEL, pero a su vez tiene ciertas limitaciones que
impiden un estudio mas preciso sobre el comportamiento microbiano (Favela-Torres et al.,
1998). Esto puede deberse a las diferentes condiciones de cultivo que se establecen en cada
una; por ejemplo, los procesos de FEL tienen ventajas relacionadas con el control de
condiciones (pH, oxigeno disuelto, temperatura), separaciéon de biomasa (después de la
fermentacién), mezclado, aireacién y escalado; sin embargo, la FES presenta ventajas como
menor demanda de energia para la esterilizacion de medio, menor efecto de inhibicion por
sustrato y permite aprovechar el uso de residuos agroindustriales (Vandenberghe et al.,
2020). Para comprender mejor las diferencias entre FES y FEL, es util ver qué aspectos

difieren (Tabla 3).
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Tabla 3. Analisis comparativo entre condiciones de FES y FEL

Caracteristica

FEL

FES

Aeracion

Agitacion

Agua

Calentamiento
metabdlico

Condiciones
Asépticas

Contaminacion

Control de pHy
composicién del
medio

Efluentes

Escalamiento
Gasto de energia

Inoculacion

Sustrato

Volumen de equipo

Limitada por solubilidad
del oxigeno, se requieren
altos niveles de aire

Buena Homogenizacion

Altos volumenes
consumidos

Facil control de
temperatura

Esterilizacion por
calentamiento y control
aséptico

Riesgos de
contaminacién por
bacterias de cepas

individuales

Medicidén directa, adicion
de acido, base y
nutrientes (facil control)

Altos niveles de efluentes

Equipos industriales
disponibles (simple)

Alto consumo

Facil inoculacidn, proceso
continuo

Solubles (azucares
simples)

Altos volumenes y costos
en tecnologia

Facil aireacidn y alto
intercambio en la
superficie aire-sustrato

Puede dafiar la integridad
de los microorganismos

Menor contenido de
humedad

Dificil control de
temperatura

Tratamiento por vapor,
no hay condiciones
estériles

Riegos de contaminacion
por un lento crecimiento
de hongos

Inusual y dificil ajuste
durante el proceso

No se producen efluentes,
menor polucion

Dificil disefio por falta de
informacién (compleja)

Bajo consumo

Inoculacién por esporas,
por lote.

Polimeros insolubles
(azucares complejos)

Bajos volumenes y costos
de equipos
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A pesar de que la FES presenta ciertas desventajas, esta tiene un enorme potencial para la
produccién de metabolitos como el acido citrico, debido a que se ha reportado que los
microorganismos pueden crecer con una alta concentracidon de sustrato en el medio
(Viniegra-Gonzalez & Favela-Torres, 2006; Guerrero-Urrutia et al., 2021), siendo esta una
caracteristica fundamental para la produccién de acido citrico; sin embargo, otros estudios
han demostrado que el incremento de la concentracién de sustrato en la FES favorece la
tasa de produccion de CO; y la produccién total de CO; (Lareo et al., 2006). Por lo tanto, la
alta mineralizacién del sustrato en procesos de FES representa una clara desventaja para la

produccién de acido citrico.

2.12.1. Comparacion de los procesos de FES y FEL para la produccién de acido citrico

La produccidn de acido citrico se puede llevar a cabo con diferentes sustratos en dos tipos
de procesos de fermentacién, FES y FEL cada uno con ventajas y desventajas; por ejemplo,
controlar el pH en procesos de FES es muy dificil, sobre todo cuando los cultivos son
estdticos. En condiciones de FES se ha reportado la adicién de soluciones concentradas de
acido para mantener el pH (Mora-Pérez et al., 2023); sin embargo, esto es insuficiente
cuando el proceso se lleva a cabo a una mayor escala. Adicionalmente, se ha reportado que
la FES presenta una notable resistencia a la influencia de los elementos traza en
comparacion con la FEL (Show et al., 2015). Para comprender mejor las diferencias entre

FES y FEL, es util ver qué aspectos difieren (Tabla 4).
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Tabla 4. Ventajas y desventajas de la FES y FEL para la produccién de acido citrico.

Proceso Ventajas Desventajas

Menores requisitos energéticos y de costos,
uso de residuos agroindustriales de bajo

. 8 . i : Dificultad sobre el escalamiento, dificil
costo, mejor transferencia de oxigeno,

FES menor susceptibilidad a la inhibicion por

elementos traza, bajo riesgo de

control de los parametros del proceso y
mayores costos de recuperacion del

L, ) producto.
contaminacién bacteriana, menor

generacion de residuos.
Mejores mecanismos de control, menores  Alto costo del medio de cultivo, sensibilidad
FEL costos laborales, mayor productividad y a la inhibicidén por metales traza, generacion
rendimiento de producto. elevada de aguas residuales.

La seleccién del método de fermentacion para la produccion de acido citrico esta
condicionada por la naturaleza del sustrato y el tipo de microorganismo empleado. Cabe
destacar que cada uno de estos procesos de fermentacién demanda la ejecucion de fases
especificas, que incluyen la preparacién del medio de cultivo, la inoculaciéon del

microorganismo y finalmente la recuperacién del acido citrico (Behera et al., 2021).
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3. Justificacion

Actualmente, el cultivo de Aspergillus niger para producir acido citrico se realiza por FEL.
Este tipo de cultivo es muy sensible al cambio de la concentracién de macronutrientes y
micronutrientes en el medio de cultivo, lo que incrementa el costo de tratamiento de
materias primas. Por otro lado, la produccién de acido citrico por procesos de FES es mas
robusta en términos nutricionales, favorece el crecimiento de Aspergillus brasiliensis y
permite desarrollar procesos mas productivos. Muchos estudios, han intentado aumentar
el rendimiento de acido citrico en FES; sin embargo, estos procesos son altamente
mineralizantes y productores de biomasa; por ende, ninguno ha superado el rendimiento
obtenido en FEL. Tradicionalmente la FES utiliza residuos agroindustriales; sin embargo, la
heterogeneidad y complejidad de estos provocan problemas operativos relacionados con
la composicidn quimica del medio y problemas analiticos para la cuantificacién de sustrato,
biomasa y producto. Por ello una alternativa es el uso de soportes inertes como la EPU,
debido a su alta capacidad de retencién de agua, permitiendo recuperar acido citrico
concentrado; ya que no es necesario afiadir agentes de extraccién como ocurre con el uso
de residuos agroindustriales como sustrato. Por lo tanto, el uso de soportes inertes como
EPU impregnado con un medio definido en estudios de FES permite disefiar condiciones de
cultivo precisas para la produccidn de acido citrico. Dando informacion sobre la fisiologia
de A. brasiliensis y el alcance que tiene en la producciéon de metabolitos de interés

industrial.

4. Hipétesis

El cambio en la relacién de nutrientes en el medio de cultivo permite identificar y optimizar
las condiciones de cultivo precisas para aumentar la produccién de acido citrico de

Aspergillus brasiliensis cuando se cultiva en EPU.
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5. Objetivo

5.1. General

Evaluar el efecto de la composicidn del medio de cultivo definido sobre la produccion de
acido citrico por Aspergillus brasiliensis cuando crece en EPU aprovechando las ventajas

de la FES.

5.2. Especificos

1. Diseflar una estrategia experimental que permita evaluar el efecto de Ia
composicion del medio de cultivo para la produccion de acido citrico en FES.
2. Determinar el efecto de la composicion del medio de cultivo sobre la produccion de

acido citrico y polioles de Aspergillus brasiliensis en FES.
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6. Materiales y métodos

6.1. Microorganismo

En este estudio se utilizaron las cepas Aspergillus brasiliensis ATCC 9642, previamente
conocida como Aspergillus niger ATCC 9642 (Volke-Sepulveda et al., 2016) y Aspergillus
niger 10 (Favela-Torres et al., 1998). Las cepas forman parte del cepario de la planta piloto
de fermentacién en medio sélido de la Universidad Autonoma Metropolitana Unidad
Iztapalapa, donde son conservadas en criotubos (TSC Technical Service Consultants Cat no.

TS/73-YM 25) con perlas que contienen una solucién hipertdnica a -20°C y liofilizadas.

6.2. Activacion y propagacion de Aspergillus spp.

A partir de un criotubo, se inocularon 2 perlas por cada tubo de ensayo inclinados con medio
de cultivo “YPDA” con la siguiente composicion (en g/L): Glucosa 20, peptona de caseina 5,
extracto de levadura 5 y agar 10. Los tubos de cultivo se incubaron durante siete dias a 30°C.
Las esporas producidas se re-suspendieron en 20 mL de Tween 80 estéril al 0.05% (v/v).
Posteriormente, se usaron 0.5 mL de la suspensidon de esporas por matraz, para inocular
tres matraces Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de YPDA. Los matraces se incubaron durante
siete dias a 30°C. Nuevamente, las esporas se recuperaron con 30 mL de solucién de Tween
80 estéril al 0.05% (v/v). La suspensidn de esporas se usé como indculo para los estudios de

FES. El tamafio de indculo fue de 2.7x107 esporas por gramo de soporte inerte.
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6.3. Soporte y unidad experimental

Como soporte inerte se utiliz6 EPU con una densidad de 20 kg/m3. La EPU se cortd en
cilindros (peso 0.18 g, didametro 3.5 cm y altura de 1 cm). La EPU fue sometido a un
pretratamiento de lavado: (i) lavado con agua desionizada, (ii) lavado con una solucién de
HCl al 10% (v/v) durante 10 min y lavado con agua desionizada hasta neutralidad, (iii) lavado
con una solucién de NaOH al 4% (p/v) durante 10 min y lavado con agua desionizada hasta
neutralidad. Finalmente, se secé a 60°C durante 24 h (Tomasini et al., 1997) y se almacené
en bolsas de plastico color negro bien cerradas. Como unidad experimental se utilizaron

frascos color ambar (V: 35 mL, h: 3.6 cm, r: 1.75 cm).

6.4. Maedio de cultivo para la FES

Se evalud la composicion del medio de cultivo, partiendo de un medio de referencia en
donde se favorece la produccion de acido citrico y polioles (Sdnchez-Soto, 2001). La
composicion del medio basal es (en g/L): Glucosa 300, NaNOs3 16.5, K2HPO4 5.5, MgS04.7H,0
0.284, CuS04.5H,0 1.50E-02, ZnSO4.7H,0 1.66E-02, MnS0O4.H,0 8.00E-03 y NaMo004.2H,0
1E-02. Antes de la esterilizacion del medio se ajustd el pH con H,SOs concentrado. La

composicion exacta del medio se detalla en la seccion: Disefio experimental.

6.5. Fermentacion en estado sélido

Todos los experimentos se llevaron a cabo a 30 + 1°C por un periodo maximo de 120 h. Se
usaron frascos color ambar (35 mL) que contenian el cilindro de EPU (EPUc). El EPUc y el
medio de cultivo se esterilizaron por separado a 93.1 + 1°C durante 15 min. Después de
enfriar el EPUcy el medio de cultivo a temperatura ambiente, se inoculd el medio de cultivo
con la suspensién de esporas y se agregd al EPUc, en una relacién de 15 mL de medio por

gramo de EPU.
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6.6. Obtencidn del extracto celular

Para cuantificar los metabolitos obtenidos de la FES, se obtuvo un extracto celular. Dicho
extracto fue obtenido en cada tiempo de muestreo de la siguiente manera: (l) se tomé un
frasco ambar que contenia el EPUc y se metié al refrigerador durante 15 min, (ll)
posteriormente se retird el frasco ambar del refrigerador, se le adicionaron 20 mL de agua
desionizada y se agito durante 30 s, (Ill) con un embolo de jeringa se prenso el EPUc, (1V) se
vacié la fase liquida a un tubo Falcén de 15 mL, (V) en una centrifuga (Beckman Coulter
Allegra X-12R) se colocaron los tubos Falcon de 15 mL a 3500 rpm durante 10 min vy
posteriormente se recuperd el sobrenadante (extracto celular). Se cuantificé pH y la
produccidn metabolitos a partir del extracto celular; posteriormente, se cuantificd biomasa

por gravimetria.

6.7. Métodos analiticos

6.7.1. pH

Durante cada toma de muestra de la FES, se determind el pH del extracto celular utilizando

un potenciémetro Conductronic pH120.

6.7.2. Biomasa

La biomasa se determind durante cada toma de muestra de la FES, para esto primero se
peso el papel filtro Whatman 41, posteriormente se colocaron a peso constante durante 24
h. El EPUc que quedo dentro del frasco ambar después de la obtencidn del extracto celular
se colocd sobre un embudo Biichner con su respectivo papel filtro. Para el precipitado
(biomasa) que quedo en el tubo Falcon, se lavd con exceso de agua vy se filtréd nuevamente
en el papel filtro que contenia el EPUc. Finalmente, se secd el papel filtro con el retenido a

60 °C por 24 h, el valor de la biomasa se obtuvo por gravimetria.
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6.7.3. Cuantificacion de glucosa y metabolitos extracelulares

Para la cuantificacidn de glucosa, acido citrico, eritrol y glicerol en el extracto celular, se
utilizé un sistema HPLC marca Perkin Elmer, utilizando un método isocratico. Usando una
columna Aminex HPX-87H de exclusiéon idnica (BioRad, Hercules, CA, USA) a una
temperatura de 60°C, con una fase movil de H,SO, 5 mM y un flujo de 0.6 mL/min (Diano

et al., 2009). Se utilizd un detector de indice de refraccién (LC-30 RI) marca Perkin Elmer.

6.8. Determinacion del rendimiento

A partir de la cuantificacién de la glucosa, metabolitos y biomasa, se determinaron los

rendimientos en base Cmol (Ec. 1).

Ecuacion 1. Para la determinacidon de rendimiento en base Cmol.

Metabolito producido (Cmol)
Glucosa consumida (Cmol)

Rendimiento =

En donde, se supuso que la biomasa tenia una formula empirica generalizada de
CH1.800.55N0.25, misma que ha sido reportada para el estudio de A. niger (Papagianni et al.,

2007; Popovic, 2019).

6.9. Analisis estadistico

Para determinar el efecto de los factores que afectan la produccién de acido citrico y
polioles, se realizd una serie de disefios experimentales. Todos los tratamientos se
realizaron por quintuplicado. Los datos experimentales se evaluaron mediante un analisis
de varianza (ANOVA) utilizando el software estadistico STATGRAPHICS Centurion XVI. El
nivel de significancia se fijé6 en p<0,05, lo cual indica que las variables fueron

significativamente diferentes de cero al 95% de confianza.
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6.10. Disefio experimental

Los disefios experimentales fueron evaluados mediante una serie de disefos factoriales
completos (DFC), fraccionados (DFF). Cada disefio detalla ampliamente los factores
evaluados junto con la composicidon del medio de cultivo. Cada variable fue analizada en

dos niveles distintos, representados como (-1, +1).

6.10.1. Efecto del microorganismo y la adicion de metanol sobre la produccién de acido
citrico

En este primer disefio se planteé un DFC 22, en el cual los factores evaluados fueron (Tabla

5): la cepa de Aspergillus spp. utilizada en la fermentacién y la concentracién de metanol

adicionado en el medio de cultivo, dando como resultado 4 tratamientos. Se utilizé el medio

basal reportado por Sdnchez-Soto (2001) como medio de cultivo. Las variables de respuesta

fueron: la biomasa, pH, produccion de acido citrico, eritrol, glicerol y consumo de glucosa.
Tabla 5. Disefio factorial 2%, utilizado para determinar el efecto del microorganismo y la

adicion de metanol sobre la produccidén de metabolitos. La concentracion de metanol (B) esta
dada en % (v/v).

Factor Cddigo Bajo (-1) Alto (1)
Aspergillus brasiliensis ATCC
Microorganismo A Aspergillus niger 10
9642
Metanol B 0 3

32



6.10.2. Efecto del pH sobre la produccion de acido citrico

Posteriormente se evalud el efecto del pH inicial en tres niveles: 3, 4 y 6 en el medio de
cultivo. Utilizando A. brasiliensis ATCC 9642 y el medio basal reportado por Sdnchez-Soto
(2001). Teniendo como variables de respuesta a la biomasa, pH, produccién de acido citrico,

glicerol y consumo de glucosa.

6.10.3. Efecto de la concentracién de glucosa y pH sobre la produccion de acido citrico

Como tercer disefio se planteé un DFC 22 (tabla 6), en el cual los factores evaluados fueron:
la concentracion inicial de glucosa y el pH del medio de cultivo, dando como resultado 4
tratamientos. Durante este disefio Unicamente se modificé la concentracion de glucosa del
medio basal reportado por Sanchez-Soto (2001). Las variables de respuesta fueron: la

biomasa, pH, produccidn de acido citrico, eritrol, glicerol y consumo de glucosa.

Tabla 6. Disefio factorial 2%, utilizado para determinar el efecto de la
concentracién de sustrato y pH sobre la produccion de metabolitos.La
concentracién de glucosa (A) esta dada en mg/mL.

Factor Cddigo Bajo (-1) Alto (1)
Glucosa A 100 200
pH B 3.5 4.5
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6.10.4. Efecto de la composicion del medio de cultivo sobre la produccion de acido
citrico
Durante el cuarto disefio se planteé un DFF 2%2 (tabla 7) modificando el medio basal
reportado por Sanchez-Soto (2001); adicionalmente, se agregd extracto de levadura al
medio y se ajusté el pH a 3.5. Los factores evaluados en este disefio fueron: la concentracién
de glucosa, NaNOs, K;HPO4, MgS04.7H20, oligoelementos y extracto de levadura, dando
como resultado 16 tratamientos. Las variables de respuesta fueron: la biomasa, pH,
produccién de acido citrico, eritrol, glicerol y consumo de glucosa.
Tabla 7. Disefio factorial 2%, utilizado para determinar el efecto de la

composicion del medio de cultivo sobre la produccion de metabolitos.
La concentracién de los factores esta dada en mg/mL.

Factor Caédigo Bajo (-1) Alto (1)

Glucosa A 150 250

NaNOs B 16.50 24.75

KoHPO4 C 5.50 8.25
MgS04.7H,0 D 0.284 0.426
Ccsouso LSOE02 225602
| ZnS04.7H;0 1.66E-02 2.49E-02
MnSO4.H,0 : 8.00E-03 1.20E-02
ELNaMoO4.2HzO 1.00E-02 1.50E-02

Extracto de
levadura
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6.10.5. Efecto de la concentracidn de K;HPO4, MgS04y una solucion mineral con glucosa
sobre la produccién de acido citrico

Posteriormente, se planteé un DFC 23 (tabla 8) en el cual los factores evaluados fueron: la
concentracion de K;HPOa, MgS04.7H,0 y una solucién mineral con glucosa (SMCG), dando
como resultado 8 tratamientos, los cuales fueron ajustados a un valor inicial de pH de 3.5.
Las variables de respuesta fueron: la biomasa, pH, produccidon de acido citrico, eritrol,

glicerol y consumo de glucosa.

Tabla 8. Disefio factorial 23, utilizado para determinar el efecto de la
concentracién de K,HPO,4, MgS0,4.7H,0 y una solucién mineral con glucosa
sobre la produccién de metabolitos. La concentracion de los factores esta dada

en mg/mL.

Factor Cddigo Bajo (-1) Alto (1) |
| Glucosa 125 150 |
NaNO 16.5 165
| Extracto de levadura 0.1 0.15 :
: CuS04.5H,0 A 1.50E-02 2.25E-02 :
i ZnS04.7H,0 1.66E-02 2.49E-02 i
: MnS04.H,0 8.00E-03 1.20E-02 :
| NaMo04.2H,0 1.00E-02  1.50E-02 |
"""""""" KHPO, B 454 595

MgS04.7H20 C 0.26 0.38
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6.10.6. Efecto de la concentracidon de elementos traza y extracto de levadura sobre la
produccion de acido citrico

Para el sexto disefio se planted un DFC 22 (tabla 9), modificando el medio basal reportado
por Sanchez-Soto (2001) y ajustado el medio a pH 3.5. Los factores evaluados en este disefio
fueron: los elementos trazay el extracto de levadura, dando como resultado 4 tratamientos.
Las variables de respuesta fueron: la biomasa, pH, produccion de acido citrico, eritrol,
glicerol y consumo de glucosa.

Tabla 9. Disefio factorial 22, utilizado para determinar efecto de la

concentracién de elementos traza y extracto de levadura sobre la
produccidn de metabolitos. La concentracion de los factores esta dada

en mg/mL.
Factor Cddigo Bajo (-1) Alto (1)
Glucosa 150 150
NaNOs 16.5 16.5
Extracto de levadura A 0.08 0.15
| CusO.5H0  L50E02  2.25E-02 !
| ZnS04.7H,0 1.66E-02 2.49E-02 ,
\ MnSOs.H;0 ° 8.00E-03  1.20E-02
. NaMo04.2H,0 1.00E-02 1.50E-02
~ kHPO, 55 ! 55
MgS04.7H,0 0.43 0.43
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7. Resultados y discusion

7.1. Efecto del microorganismo y la adicion de metanol sobre la produccion de

acido citrico

Se ha reportado que la adicion de alcoholes como el metanol, etanol, isopropanol en baja
concentracion (del 1 al 5%) tiene un efecto estimulante sobre la produccién de acido citrico.
La razon exacta de dicho fendmeno aln no es completamente clara; sin embargo, existen
varias hipotesis entre las cuales se mencionan: (1) el microorganismo utiliza como fuente de
carbono al etanol y metanol, (II) el metanol actiia como inductor de la actividad de la citrato
sintasa, (lll) simultdneamente reduce la actividad de la aconitasa, (IV) los alcoholes
modifican la composicidon de la membrana afectando su permeabilidad. El aumento en la
permeabilidad celular tiene un efecto positivo sobre la secrecién de citrato (Alekseev et al.,
2015). Adicionalmente, se ha reportado que la adicién de metanol y etanol en el medio
aumenta notablemente los niveles de tolerancia de oligoelementos como el manganeso,

hierro y zinc por encima de los niveles requeridos para crecimiento (Dhillon et al., 2011).

Por otro lado, el aumento de la producciéon de acido citrico se ha logrado mediante la
seleccion de cepas. Las cepas son seleccionadas de acuerdo con ciertas caracteristicas,
como una alta produccién y productividad de acido citrico (Rodrigues et al., 2013).
Tradicionalmente, el acido citrico se produce utilizando A. niger, debido a su alta capacidad
de produccidn con respecto a otros microorganismos; sin embargo, A. brasiliensis antes
catalogada como A. niger también ha sido reportado con la misma capacidad para producir
acido citrico (Canada, 2014; Mora-Pérez et al., 2023). Por lo tanto, durante esta etapa se
evalud la influencia de estos factores sobre la produccion de acido citrico en condiciones de
FES. Para esto, se compararon dos cepas de Aspergillus spp. con una concentracion inicial

de metanol (0 y 3%), los experimentos se seleccionaron utilizando un DFC (Tabla 5).

Durante la fermentacion, el pH disminuyd de un valor inicial entre 6.5-7 a un valor de 3.5 a

las 96 horas de cultivo en todas las condiciones, esto se debe a la sintesis de acido citrico y
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su secrecion al medio extracelular. La grafica 1 muestra que entre las 24 y 72 horas de
cultivo, el pH registra una reduccién de 2 unidades, este fendmeno concuerda con la
tendencia observada en la grafica 2 (A), la cual muestra un incremento sobre la produccion
de dacido citrico durante el mismo intervalo de tiempo. Esta observacidn, coincide con lo
reportado por Soccol et al. (2006), quien reporta que las especies de Aspergillus sp.,
Penicillium sp., Rhizopus sp., frecuentemente producen acidos organicos, ocasionando una
rapida acidificacion del medio. Los datos de pH y biomasa obtenidos se presentan a

continuacion.
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Grafica 1. Andlisis cinético de pH (A) y biomasa (B) de A.niger y A. brasiliensis en fermentacion en
estado soélido ante variaciones de microorganismo y adicion de metanol.

En relacién con la produccidon de biomasa, se observa que, las condiciones sin la adicion de
metanol exhiben valores superiores de produccién a las 24 horas de cultivo, alcanzando
valores a 0.4 Cmol/Cmol. En contraste, en las condiciones que involucran la presencia de
metanol, la produccién maxima se logra a las 48 horas de cultivo, aproximandose a 0.5
Cmol/Cmol. A pesar de estos resultados, al llegar a las 96 horas de cultivo, se observa que
las condiciones sin la adicion de metanol presentan valores mas elevados, registrando
valores superiores a los 0.6 Cmol/Cmol. Estos hallazgos respaldan la conclusién de que,
posterior a las 72 horas de cultivo, la adicién de metanol ejerce un efecto inhibitorio sobre
el crecimiento. Algunos estudios sugieren que alcoholes como metanol, etanol, propanol,
entre otros, estimulan la produccién de acido citrico al afectar el crecimiento y la
esporulacién de Aspergillus spp. debido a cambios en la composicién de la membrana

celular (Behera et al., 2021; Kubicek & Rohr, 1986). La produccién de metabolitos bajo
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diferentes condiciones de cultivo resulté ser sustancialmente baja, con valores inferiores a
0.4 Cmol/Cmol (Grafica 2). La mayor produccion de acido citrico fue obtenida al utilizar la
especie A. brasiliensis; sin embargo, se observé una disminucién de 0.16 Cmol/Cmol sobre
la produccién de acido citrico al adicionar metanol. En relacién a la produccion de polioles,
se encontréd que el glicerol fue producido en mayor concentracidn que el eritrol,
obteniéndose una produccién maxima de 0.28 Cmol/Cmol al utilizar A. niger a las 72 h de
cultivo. Asimismo, se observa un efecto similar en cuanto a la produccion de eritrol, donde

se obtiene una produccién maxima de 0.09 Cmol/Cmol en A. brasiliensis a las 96 h de

cultivo.
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Grafica 2. Anélisis cinético de la produccién de acido citrico (A), consumo de glucosa (B), glicerol (C)
y eritrol (D) de A.niger y A. brasiliensis en fermentacién en estado sdlido ante variaciones de cepay
adicién de metanol al medio.
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El consumo de glucosa, muestra un patron similar en ambas cepas microbianas,
caracterizado por un bajo consumo que resulta en valores finales inferiores al 15%. Este
fendmeno puede atribuirse a la concentracion inicial de glucosa en el medio (300 mg/mL),
la cual probablemente inhibe el crecimiento de los microorganismos. Ademas, la escasa
utilizacion de glucosa podria explicar la produccién limitada de acido citrico y polioles en el
medio. De acuerdo con Favela et al. (1998), el consumo de glucosa por parte de A.niger 10
es mas eficaz en FES que en FEL; en FES, se alcanza un consumo superior al 50% después de
80 h de cultivo, cuando la glucosa se encuentra en concentraciones de 350 y 450 mg/mL;
en contraste, en FEL observan un consumo del 50% a 100 mg/mL y aproximadamente el
20% cuando la concentracion es de 200 mg/mL. Por lo tanto, se puede apreciar que las
condiciones de FES en EPU son mas semejantes a las de FEL de acuerdo a este reporte.
Adicionalmente, Diano et al. (2006) reportaron que la elevada concentracién de carbono
provoca un aumento en la presidn osmotica del medio, lo cual puede ocasionar una
prolongada fase lag que puede extenderse por mas de 40 horas. Este fendmeno podria

explicar la falta de un consumo significativo de la glucosa presente en el medio.
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7.1.1. Validacion del disefio experimental

Para el andlisis de los datos se emplearon herramientas estadisticas, incluyendo graficas de
Pareto y de factores principales para cada metabolito analizado. En este disefio, se
consideraron dos factores: la concentracién de metanol en el medio y la cepa utilizada, con
dos niveles cada uno, generando un disefio factorial 22. La Gréfica 3 presenta los diagramas

de Pareto correspondientes a las producciones de acidos organicos y polioles en la FES.

A:Cepa A:Cepa

B:Metanol AB
0

0 1 2 3 4 1 2 3

Standardized effect Standardized effect
A:Cepa

-
B:Metanol |:| c

0 1 2 3 4
Standardized effect

Grafica 3. Diagramas de Pareto para analizar los factores que influyen en la produccién de acido
citrico (A), eritrol (B) y glicerol (C) en cultivo sélido, especificamente en relacion con la cepa y la
adicion de metanol. Para el factor cepa se utiliza el color gris para representar la cepa A. brasiliensis
y el color azul para A. niger. Las barras de color gris representan los efectos positivos sobre la
variable de respuesta, mientras que las barras de color azul representan los efectos negativos sobre
la misma variable de respuesta. Se ha establecido una linea vertical de color azul para indicar el
punto donde los efectos se consideran estadisticamente significativos con un valor de p menor o
igual a 0.05.

La cepa fue el unico factor que se identificd como estadisticamente significativo en relacién

con la produccién de acido citrico, eritrol y glicerol. En particular, la barra de color gris indica
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qgue la cepa A. brasiliensis presenté una mayor produccién de los metabolitos mencionados.
Por otro lado, se determind que la adicidon de metanol no tuvo un efecto significativo en la
produccién de dacido citrico y polioles, lo que implica que no es necesario agregar metanol
para aumentar la produccién de estos metabolitos. En el andlisis estadistico se incluyen
graficas que representan las interacciones de los efectos principales, lo que permite

observar la tendencia en cuanto a la mejor combinacién de factores o condiciones de

cultivo.
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Grafica 4. Grafica de interaccidn de los factores principales que afectan la produccién de acido
citrico (A), eritrol (B) y glicerol (C) en cultivo sélido. Se utiliza el valor +1 para representar la cepa A.
brasiliensis y el valor -1 para A. niger. En cuanto al factor metanol, se utiliza el valor +1 para indicar

una concentracion del 3% (v/v) y el valor -1 para indicar una concentracion del 0% (v/v).
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En relacién a las graficas de produccidn de acido citrico y eritrol, se puede observar una
tendencia similar en la cual se destaca una mayor produccion cuando se utiliza la cepa A.
brasiliensis, mientras que la adicién de metanol no parece influir significativamente en la
produccién de estos metabolitos. En cuanto a la produccidn de glicerol, se observa que
también se favorece cuando se utiliza la cepa A. brasiliensis, aunque en este caso la adicidn
de metanol muestra un ligero beneficio en la produccion de este metabolito. No obstante,
es importante destacar que el diagrama de Pareto demostré que la adicion de metanol no
tiene un efecto significativo en la produccién de glicerol, por lo que esta observacién debe
ser tomada con precaucion. El primer disefio experimental permitid identificar que la cepa
A. brasiliensis y la ausencia de metanol en el medio de cultivo favorecen la produccién de
los metabolitos como el acido citrico, eritrol y glicerol en cultivo sélido. En todos los casos
hay un bajo consumo de fuente carbono, posiblemente debido a la elevada concentracién
de glucosa o a algun nutriente limitante. Numerosos estudios han indicado que un pH por
debajo de 4 es crucial para la produccién de acido citrico (Max et al., 2010; Show et al.,
2015). Basandonos en estas conclusiones, se determind que es necesario profundizar en el
analisis del efecto del pH inicial del medio para obtener las condiciones éptimas para la

produccién de acido citrico.
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7.2. Efecto del pH sobre la produccion de acido citrico

El control del pH es un factor critico en la produccion de acido citrico, donde se ha
demostrado que se obtienen los mejores rendimientos en un rango de valor entre 2.5y 3.5
en medio liquido (Max et al., 2010); sin embargo, este comportamiento aun no ha sido

estudiado en profundidad en sistemas de cultivo sélido.

El monitoreo y control del pH en los procesos fermentativos es una tarea compleja,
especialmente en cultivos estaticos. El uso de soluciones buffer ha sido una estrategia
comun para mantener el pH, aunque puede resultar insuficiente a mayor escala. Otra
técnica es la adicién de una mezcla de fuentes de nitrégeno al medio de cultivo (Raimbault,
1998). Cabe destacar que la variacion del pH durante el cultivo depende en gran medida del
microorganismo utilizado. Mientras que algunos hongos como Aspergillus spp., Penicillium
spp. y Rhizopus spp. pueden reducir rapidamente el pH a valores inferiores a 3, otros como
Trichoderma spp., Sporotrichum spp. y Pleurotus spp. tienden a mantenerlo estable en un
rango entre 4 y 5 (Soccol et al., 2006). Asimismo, el tipo de sustrato también tiene una
importante influencia en el pH del cultivo (Raimbault, 1998). En vista de la importancia del
pH en la produccidn de metabolitos, se propusé un disefio experimental para evaluar su
efecto en la sintesis de acido citrico y polioles. Para tal fin, se planted la utilizacion de

distintos valores de pH inicial del medio de cultivo: 3, 4y 6.

Durante el proceso de fermentacion, se observd una disminucion del pH inicial de 6 a un
valor de 4.7 a las 24 horas de cultivo. Por otro lado, los valores de pH iniciales de 3y 4
aumentaron a 3.5 y 5.8, respectivamente, en el mismo periodo de tiempo; no obstante,
disminuyeron después de 48 horas de cultivo, obteniendo un pH final alrededor de 3.5 en
todas las condiciones. Estos resultados concuerdan con el estudio realizado por de Oliveira
et al. (2022), en el cual se observo una disminucion del pH después de 48 horas de cultivo
al utilizar cascaras de vainas de cacao como sustrato sélido. Ademads, se menciona que la

produccién aumentada de acido citrico se alcanza en valores de pH bajos, el cual favorece
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la produccion de acido citrico en lugar de otros acidos indeseados como el acido oxalico,
gue puede interferir en el proceso de recuperacién de acido citrico. Adicionalmente, los pH

bajos minimizan el problema de contaminacién por otros microorganismos.
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Grafica 5. Analisis cinético de pH (A) y biomasa (B) de A. brasiliensis en FES ante variaciones de pH

inicial.

En cuanto a la produccidon de biomasa, se observé una similitud en el comportamiento de
todas las condiciones de cultivo. A las 48 horas de cultivo, hubé un incremento en todas las
condiciones; no obstante, es importante resaltar que el valor inicial de pH establecido en 3
favorecid la produccion de biomasa, alcanzando un valor aproximado de 0.37 Cmol/Cmol.
A pesar de este resultado positivo en el periodo inicial, se constata que en todas las
condiciones se alcanzé un valor final por debajo de 0.2 Cmol/Cmol a las 96 horas de cultivo.
Otros autores han reportado que la produccion de acido citrico mediante FES a partir de
subproductos lignoceluldsicos, como cascaras de naranja y residuos de granada, utilizando
diferentes cepas de A. niger, puede verse afectada por variaciones en los valores dptimos
de pH (Kim et al., 2014; Roukas et al., 2020). Estas variaciones se deben a las diferentes
composiciones de los sustratos utilizados para la produccién de acido citrico. Ademas,
sefialan que en el caso de los residuos de cdscara de granada, el crecimiento fingico no se
favorece a valores iniciales de pH bajos debido a la alta concentracion de compuestos

fendlicos, los cuales pueden inhibir el crecimiento microbiano (Roukas et al., 2020).

En relacion a la produccidn de metabolitos, se puede observar que a pH inicial de 3 se

favorece la produccion de acido citrico, obteniendo un valor de 0.4 Cmol/Cmol, mientras
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gue un pH inicial de 4 y 6 resultaron en una produccién de acido citrico de 0.12 y 0.1
Cmol/Cmol, respectivamente. En lo que respecta a la produccién de polioles, se observo
gue no hubo produccién de eritrol, siendo el unico poliol producido el glicerol con una

produccién de aproximadamente 0.04 Cmol/Cmol en todas las condiciones.
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Grafica 6. Andlisis cinético de la produccién de acido citrico (A), glicerol (B) y consumo de glucosa

(C) de A. brasiliensis en FES ante variaciones de pH inicial.

La grafica 6 describe la relacion entre el pH inicial del medio de cultivo y el consumo de
glucosa en funcién del tiempo, donde podemos observar que el consumo de glucosa
muestra, muestra un comportamiento similar; sin embargo, a valores de pH bajo como 3y
4, se muestra un consumo mayor en lo que respecta a un pH de 6, teniendo valores del 40%
y 60% respectivamente, con respecto al 35% a valor de pH 6. La tendencia de consumo

observada en este estudio es andloga a la documentada en estudios previos con cultivo
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sélido de A. niger en resina de amberlita por Gutierrez-Rojas et al. (1995) y en melaza de
remolacha por Guc et al. (2017), lo cual sugiere que las condiciones de FES tienen un

impacto significativo en este fendmeno.

Con base en los resultados obtenidos, procederemos a clasificar las distintas etapas del
estudio en funcién del rendimiento maximo alcanzado para el acido citrico. El propdsito de
esta evaluacién es discernir el éxito o fracaso de cada etapa propuesta, con el objetivo de
identificar las condiciones dptimas para la produccién de acido citrico por A. brasiliensis
cuando crece en EPUc impregnado de un medio de cultivo definido. A continuacién, se

presentan en la tabla 10 los rendimientos mas favorables obtenidos en los mismos.

Tabla 10. Maximo rendimiento de acido citrico en FES por etapa.

Etapa Experimento Acido citrico
P P (Cmol/Cmol)
Efecto del microorganismo y la adicién de metanol
1 . ‘. o 0.37
sobre la produccién de acido citrico
2 Efecto del pH sobre la produccién de acido citrico 0.41

Se identificé que la produccion de acido citrico por A. brasiliensis se favorece a valores de
pH de 3. A partir de esta observacion, se ha establecido que el pH inicial del medio debe
ajustarse especificamente a este valor. Aunque se observé un incremento en el consumo
de glucosa (60%), en comparacion del disefio anterior (15%), es necesario aumentar la
eficiencia del consumo de fuente de carbono. Con este propdsito, se plantea la
implementacion de un disefio experimental con el fin de investigar el impacto de la

concentracion inicial de glucosa en un entorno a pH bajo.
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7.3. Efecto de la concentracion de glucosa y pH sobre la produccidon de acido

citrico

El tipo y la concentracion del sustrato son factores cruciales en el proceso de produccién de
acido citrico. Los hongos son capaces de metabolizar diversas fuentes de carbono, como
hidrocarburos, melazas, etanol, glicerol, galactosa y glucosa, entre otros (Borekgi et al.,
2021). Es esencial contar con carbohidratos que sean fermentados rapidamente por el
microorganismo para lograr una produccion éptima de este metabolito. Se ha observado
que el rendimiento de dacido citrico utilizando glucosa disminuye significativamente por
debajo de una concentracion de 100 mg/mLy que la sintesis de este metabolito se detiene
por completo a una concentracion menor a 50 mg/mL (Alekseev et al, 2015).
Adicionalmente, en cualquier proceso de FES, el pH del medio es un factor relevante que
puede variar en respuesta a la actividad metabdlica del microorganismo. En la produccién
de acido citrico, es necesario controlar el pH entre 2.5 y 3.5 para obtener un incremento
significativo en el rendimiento del proceso (Max et al.,, 2010). Esta medida se debe a la
secrecidon de acidos organicos que causan una disminucién del pH. El pH del medio de
fermentacidén cambia significativamente durante la produccidon de acido citrico. Al inicio, las
esporas requieren un pH>5 para germinar, y una vez que germinan y el hongo comienza a
producir acido citrico, el pH del medio naturalmente disminuird, llegando a un valor
alrededor de 2 (Chergui et al., 2021). Para evaluar el efecto de la concentracién de sustrato
y el pH sobre la produccidon de acido citrico utilizando EPU como soporte, se diseiid un DFC.
A pesar de haber realizado ajustes en el rango de pH inicial entre 3.5 y 4.5 en todos los
tratamientos, se observé que, en términos generales, los valores de pH comenzaron en 6,
con la Unica excepcién del medio con una concentracién de 100 mg/mL de glucosa y un pH
de 3.5. Esta discrepancia se atribuye al hecho de que, durante el ajuste del pH del medio,
se permitid que este alcanzara valores superiores a los ajustados en la etapa anterior. Como
resultado de este desajuste, al agregar el medio al EPUc, se produjo un aumento en el pH,
alcanzando un valor de 6. Después de 48 horas, el pH disminuyd y alcanzé un valor cercano

a 3.8. Estos resultados coinciden con lo informado por Roukas et al. (2020), quienes
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reportaron que en cultivos desarrollados a diferentes valores de pH inicial (4-7), el valor
final de pH fluctud entre 2.8 y 3.5 después de 8 dias de fermentacion. Ademas, mencionaron
que la produccion de acido citrico no se favorece en valores de pH bajos debido al uso de
cascara de granada como sustrato, la cual contiene una alta concentracidn de compuestos
fendlicos. Otros autores han establecido que el pH inicial del medio depende del sustrato
utilizado. En el caso de medios quimicamente definidos, se ha encontrado que el rango
Optimo es de 2.5 a 4, mientras que en medios complejos, se ha determinado que un pH

inicial de 6 a 7.5 es el mas adecuado (Behera et al., 2021; Soccol et al., 2006).
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Grafica 7. Analisis cinético de pH (A) y biomasa (B) de A. brasiliensis en FES ante variaciones de

concentracidn inicial de sustrato y pH.

En relacion con la produccién de biomasa, esta experimentd un incremento exponencial a
partir de las 24 horas de cultivo. Valores cercanos a 0.4 Cmol/Cmol fueron alcanzados
Unicamente en las condiciones con una concentracion inicial de glucosa de 100 mg/mL. En
contraste, bajo concentraciones de 200 mg/mL de glucosa inicial, se registraron valores
inferiores de 0.15 Cmol/Cmol. Se destaca que la concentracidn de glucosa ejercid un efecto
negativo sobre la produccidn de biomasa, observandose una disminucidén en la produccién
a medida que se incrementa la concentracién inicial de glucosa. Del mismo modo, la
produccién de acido citrico inicié después de 24 horas de cultivo, lo cual es consistente con
su patron tipico de inicio durante la fase de crecimiento exponencial y alcanzando su

maximo en la fase estacionaria (Ozdal & Kurbanoglu, 2019).
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El grafico 8 muestra la produccidn de acido citrico, polioles y el consumo de glucosa en un
sistema de FES. Se observa que el acido citrico fue el compuesto con la mayor produccién
en todas las condiciones evaluadas, alcanzando aproximadamente 15 mg/mL, excepto en
el cultivo con una concentracién de glucosa de 100 mg/mLy un pH de 3.5. Este ultimo caso
se caracteriz6 por el agotamiento completo del sustrato, lo que resulté en el consumo del
acido citrico después de 72 horas por parte de A. brasiliensis. En lo que respecta a la sintesis
de glicerol, se observa que a una concentracion de glucosa de 100 mg/mL, este se acumula
a partir de las 48 horas. Sin embargo, cuando la concentracidn de glucosa incrementa a 200
mg/mL, la produccion de glicerol no se observa hasta 72 horas. Por otro lado, la produccion
de eritrol Unicamente se presenta cuando la concentracidon de glucosa en el medio de
cultivo es de 100 mg/mL. Diversos autores han reportado que el aumento de la
concentracion de la fuente de carbono da como resultado niveles elevados de glicerol y
eritrol extracelular, debido al aumento en la presién osmética del medio (Diano et al., 2006;
Diano et al., 2009).Este patréon observado en la produccion de polioles podria ser atribuible
al hecho de que A. brasiliensis no ha consumido completamente la glucosa. Al analizar el
grafico de produccidén de glicerol, se evidencia que su aumento es apenas considerable a las
96 horas de cultivo, mostrando un aumento exponencial. Esto podria indicar que el eritrol
esta préoximo a acumularse en ese punto para los cultivos con una concentracién de 200
mg/mL de glucosa. Esto demuestra un efecto dual de la presidon osmética y la concentracion

de carbono en la produccion de polioles.
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Grafica 8. Analisis cinético de la produccién de acido citrico (A), consumo de glucosa (B), glicerol (C)
y eritrol (D) de A. brasiliensis en FES ante variaciones de concentracién de glucosa y pH inicial.

En relacidn al consumo de glucosa, se observd que en los medios con una concentracién
inicial de glucosa de 100 mg/mlL, el sustrato es completamente consumido a partir de las 72
horas de cultivo. Por otro lado, en los medios con una concentracién inicial de 200 mg/mL
de glucosa, se registré una cantidad remanente de glucosa de alrededor de 100 mg/mL al
final del periodo de cultivo. Algunos informes indican que el incremento en la concentracion
de glucosa potencia la actividad de la enzima 6-fosfo-2-fructoquinasa (Kubicek-Pranz et al.,
1990; Torres et al., 1996). Esto, a su vez, provoca la sintesis intracelular de fructosa-2,6-
bisfosfato, el cual activa la enzima 6-fosfofructoquinasa (Ruijter et al., 1997). Por
consiguiente, un aumento en la concentracién de glucosa en el medio de cultivo incrementa
el flujo a través de la via EMP, lo cual resulta en una produccién de metabolitos como acido
citrico, succinico y piruvico. La influencia positiva de la concentracion extracelular de
glucosa en la excrecion de intermediarios del ciclo de acido tricarboxilico ha sido reportada

en multiples estudios (Legisa y Kidric, 1989; Papagianni et al., 1999; Torres et al., 1996; Xu
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et al., 1989).

7.3.1. Validacion del disefio experimental

El software STATGRAPHICS Centurion XVI se empled para generar la representacion grafica
de Pareto y la grafica de factores principales correspondientes a la produccién de cada
metabolito. Los factores considerados en este disefio experimental fueron la concentracién
inicial de glucosa y el pH inicial, los cuales se manipularon a dos niveles cada uno,
estableciendo asi un disefio factorial 22. La Grafica 9 exhibe los diagramas de Pareto

obtenidos a partir de la produccién de acidos citrico y polioles en un sistema de FES.
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Grafica 9. Diagramas de Pareto para el andlisis de los factores que influyen en la produccién de acido
citrico (A), eritrol (B) y glicerol (C), en relacion con la concentracién inicial de glucosa y pH. Las barras
de color gris representan los efectos positivos sobre la variable de respuesta, mientras que las barras
de color azul representan los efectos negativos sobre la misma variable de respuesta. Se ha
establecido una linea vertical azul para indicar el punto donde los efectos se consideran
estadisticamente significativos con un valor de p menor o igual a 0.05.
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El analisis de los diagramas de Pareto revela que la concentracidn inicial de glucosa ejerce
un efecto negativo en la produccion de acido citrico, eritrol y glicerol. Esto indica que un
aumento en la concentracion de glucosa resulta en una disminucién en la produccién de
estos metabolitos. Por otro lado, el factor pH Unicamente afecta la produccién de glicerol.
Sin embargo, los resultados de este tratamiento no son concluyentes debido a los
problemas surgidos al ajustar el pH del medio de cultivo. A continuacidn, se presentan las
graficas de las interacciones de los efectos principales, las cuales proporcionan una

tendencia para identificar la combinacién 6ptima de condiciones de cultivo.
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Grafica 10. Grafica de interaccidn de los factores principales que afectan la produccion de acido
citrico (A), eritrol (B) y glicerol (C) en cultivo sélido. Los valores de 100 y 200 (mg/mL) corresponden
al factor de concentracion inicial de glucosa, mientras que 3.5y 4.5 indican el valor de pH a los cuales

se intentd ajustar el medio de cultivo.
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Las representaciones graficas de las interacciones entre los factores principales exhiben una
tendencia similar, donde la concentracién inicial baja de glucosa (100 mg/mL) favorece la
produccién de acido citrico y polioles. No obstante, en relacién al pH, solo se observa un
efecto en el acido citrico y el glicerol. El acido citrico muestra una mayor produccion a pH
bajo, mientras que el glicerol se favorece a pH alto; sin embargo, al examinar los diagramas
de Pareto, se constata que el pH no presenta un impacto significativo, esta discrepancia se
atribuye al hecho de que, durante el ajuste del pH del medio, se permitié que este alcanzara

valores de 6; en consecuencia, esta observacion puede ser descartada.

La concentracidén del sustrato presenta un efecto adverso en la produccidn de acido citrico
en el marco de las condiciones investigadas. Ademas, debido a las dificultades encontradas
en la regulacién del pH durante el experimento, no se puede llegar a una conclusién acerca
del efecto que este factor ejerce en la produccion del acido citrico. No obstante, con base
en los resultados obtenidos en etapas previas, se puede afirmar que los valores bajos de pH
garantizan una produccién éptima de acido citrico. A continuacion, se presentan en la tabla

11 los rendimientos mas favorables obtenidos en los mismos.

Tabla 11. Maximo rendimiento de acido citrico en FES por etapa.

Etapa Experimento Acido citrico
P P (Cmol/Cmol)
Efecto del microorganismo y la adicién de metanol
1 . ‘. s 0.37
sobre la produccién de acido citrico
2 Efecto del pH sobre la produccién de acido citrico 0.41
3 Efecto de la concentracion de glucosa y pH sobre la 0.15

produccién de acido citrico

A partir de estas conclusiones, el siguiente paso consistid en realizar un analisis exhaustivo
del efecto de la composicidon del medio de cultivo utilizando una concentracién de sustrato

en el rango de 150 a 250 mg/mL de glucosa, manteniendo un valor de pH bajo. Es
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fundamental destacar que la produccidon de metabolitos denota la cuantificacion de los
productos generados. No obstante, en el marco de esta investigacién, se busca cuantificar
la cantidad de carbono empleado en la produccion de cada metabolito, con el fin de obtener
una vision mas amplia sobre el metabolismo de A. brasiliensis. Adicionalmente, realizamos
una modificacion en el tiempo de fermentacion, extendiéndolo a 120 horas, debido a que

la produccién de metabolitos parece encontrarse despues de las 96 horas.

7.4. Efecto de la composicion del medio de cultivo sobre la produccion de acido

citrico

Estudios realizados durante varias décadas han demostrado que el carbono, nitrégeno,
fésforo, magnesio, elementos traza y alcoholes afectan directamente el rendimiento de los
acidos orgdnicos y polioles (Max et al., 2010; Show et al., 2015). Particularmente, el tipo y
la concentracion de la fuente de carbono son uno de los parametros mas importantes para
la produccidn exitosa de acido citrico; algunos autores reportan una produccién de 30 a 40
g/L de 4cido citrico, incluso si todos los demdas compuestos del medio de cultivo estan lejos
de las condiciones dptimas (Alekseev et al., 2015). En contraste, cuando la concentracion
de la fuente de carbono es inferior a 50 g/L, el acido citrico no se acumula, incluso si los
demas parametros corresponden a su valor éptimo (Kubicek et al., 1986; Xu et al., 1989).
Sin embargo, el efecto producido por la concentracion y el tipo de fuente de carbono no se
limita a la regulacion del flujo glicolitico. Por ejemplo, una alta concentracién de la fuente
de carbono en el medio induce la sintesis de permeasas en A. niger (Torres et al., 1996). Por
lo tanto, el impacto del tipo y la concentracidn de la fuente de carbono en la produccién de
acido citrico depende mas de la influencia de la actividad metabdlica de Aspergillus spp.
(Alekseev et al., 2015). Para ello, se evalué la influencia de la composicion del medio de
cultivo sobre el rendimiento de dacido citrico y polioles durante el crecimiento de A.
brasiliensis en condiciones de FES, utilizando un disefio factorial fraccionado (DFF). En

donde, se probaron dos medios de cultivo con diferente concentracion de glucosa (factor
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A), NaNOs (factor B), KzHPO4 (factor C), MgSOa4 (factor D), solucidon mineral (SM) basada en
CuS04.5H,0, ZnS04.7H,0, MnS04.H,0, NaMo0a4.2H,0 (factor E) y extracto de levadura

(factor F).

El pH inicial de la fermentacidn se establecié en aproximadamente 3.5. En la grafica 11, al
concluir la fermentacion, se observd un pH cercano a 3 para todas las condiciones, lo cual

indica la produccidn de acidos organicos, en particular, acido citrico (Reena et al., 2022).
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Grafica 11. Analisis de pH final de A. brasiliensis en FES ante variaciones de la composicidn del medio

de cultivo.

De acuerdo a la tabla 12, los rendimientos mas alto de acido citrico se obtuvieron en los
tratamientos con baja concentracion de glucosa (150 g/L) y altos valores de extracto de
levadura (0.08 g/L), alcanzando un valor maximo de 0.54 Cmol/Cmol. Kuforiji et al. (2010) y
Pintado et al. (1998) han reportado rendimientos mdaximos de acido citrico de 0.45
Cmol/Cmol y 0.52 Cmol/Cmol, respectivamente. Por otro lado, los tratamientos con una
alta concentracion de glucosa (250 g/L) permiten obtener un rendimiento maximo de acido

citrico de 0.15 Cmol/Cmol. Investigaciones previas han demostrado que el incremento en
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la concentracién de glucosa en el medio de cultivo (de 300 a 400 g/L) disminuye la
produccién de acido citrico en condiciones de FES (Gutiérrez-Rojas et al., 1995).

Con respecto a la produccién de biomasa, esta fue similar en todos los tratamientos, siendo
inferior a 0.35 Cmol/Cmol, excepto en el tratamiento 15 (0.41 Cmol/Cmol); sin embargo,
debemos tener en cuenta que el consumo de glucosa en este tratamiento fue solo del 37%.
Se ha informado en promedio, un rendimiento de biomasa de A. niger bajo condiciones de
FES con valores cercanos a 0.31 Cmol/Cmol (Leangon et al., 1999). En este trabajo, se
obtuvieron rendimientos de biomasa considerables utilizando NaNOsz como fuente de
nitrogeno; en contraste, ensayos sin limitacion de nitrégeno (C/N=24.5) producen un mayor
rendimiento de biomasa (Gutiérrez-Rojas et al., 1995). Adicionalmente, el uso de NaNOs
como fuente de nitrégeno implica el consumo de dos moles de NADPH para reducir un mol
de nitrato. Este cofactor se produce principalmente en la via de las pentosas fosfato (PP).
Una vez que la glucosa-6-fosfato ingresa a la via de las pentosas fosfato, las enzimas glucosa-
6-fosfato deshidrogenasa y 6-fosfogluconato deshidrogenasa reducen dos moléculas de
NADP. Poulsen et al. (2005) mostro evidencia de la actividad de tres enzimas pertenecientes
a la via de las pentosas fosfato cuando se utiliza nitrato como fuente de nitrégeno en el
medio; las enzimas reportadas fueron glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, 6-fosfogluconato
deshidrogenasa y transcetolasa; en consecuencia, la produccion de eritrol en este trabajo
podria ser el resultado del nitrato como fuente de nitrégeno, ya que los precursores para
su sintesis son intermediarios en la via de las pentosas fosfato. Bajo las condiciones
estudiadas, los polioles representaron aproximadamente el 10% del carbono consumido, y
la relacion entre el eritrol y el glicerol depende del flujo de carbono en la via de la glucélisis
(EMP) y la via de las PP (Diano et al., 2006). Las codificaciones asignadas a cada factor en la

tabla 12 han sido previamente detalladas en la tabla 7.
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Tabla 12. Balance de carbono en Cmol por Cmol de glucosa consumida

Factor Variables de respuesta
Tratamiento cCDEF Acido citrico Biomasa Eritrol Glicerol Coglzucr:soade
(Cmol/Cmol) (Cmol/Cmol) (Cmol/Cmol) (Cmol/Cmol) (%)
1 -1 -1-1-1-1-1 013+£0.11 0.23+0.02 0.02+0.01 0.07 £0.02 95.15+5.84
2 1-1-1-11 -1 015+£0.08 0.28 £ 0.08 0.03+0.01 0.04 +£0.04 57.20+8.19
3 -11-1-11 0.40+£0.05 0.28 £ 0.02 0.02 +£0.00 0.06£0.01 95.54 +0.61
4 1 1-1-1-1 0.10+0.03 0.35+0.04 0.01+£0.00 0.05+£0.00 36.83 £+ 0.64
5 -1-11-11 0.50+0.04 0.25+0.04 0.03+0.00 0.06£0.01 87.87+7.13
6 1 -11-1-1 0.09£0.01 0.32+0.11 0.02+0.01 0.05+0.04 30.97 £ 8.52
7 -11 1 -1-1-1 041+£0.03 0.29+0.01 0.03+0.00 0.07 £0.00 97.91+1.62
8 11 1 -11 -1 0.06£0.02 0.25+0.06 0.01+£0.00 0.04 £ 0.00 49.41+4.74
9 -1-1-11-11 0.54+0.00 0.27 £0.00 0.03+0.01 0.05+£0.00 90.49 +6.89
10 1-1-11 1 0.09+0.04 0.28 £0.04 0.01+0.01 0.04+0.01 31.6 £6.55
11 -11 11 -1 0.47+0.02 0.26 £ 0.01 0.04+£0.01 0.08 £0.01 87.8+10.10
12 1 1-11-1-1 0.04+0.01 0.22 £ 0.05 0.01+0.01 0.02+0.01 56.24 +1.07
13 -1-11 1 1 -1 0.37+£0.07 0.25+0.00 0.02+£0.00 0.06 £ 0.00 89.93+5.48
14 1 -11 1-1-1 0.04£0.02 0.29 £ 0.05 0.01+£0.00 0.03+0.01 40.95 +5.69
15 -11 1 1 -1 1 049+0.02 0.41+£0.08 0.04+£0.01 0.1+£0.00 37.67 £8.13
16 1 11 1 1 1 0.04z0.01 0.18 £ 0.02 0.00 £ 0.00 0.02+0.01 57.83 +4.57

El consumo de glucosa fue mayor en los tratamientos con una baja concentracion de fuente

de carbono, alrededor del 90%, con excepcidn del tratamiento 15. Varios estudios han

mostrado la presencia de azucares residuales después de 288 horas de incubacion en

condiciones de FES (Roukas & Kotzekidou., 2020); esto probablemente significa que las

condiciones de heterogeneidad en el medio contribuyen a un menor consumo de glucosa.

El uso de EPUc tiene la ventaja de poder exprimirlo debido a que es un material elastico y

poroso, lo que facilita la extraccion de acido citrico, polioles y biomasa. Lopez-Pérez y

Viniegra-Gonzalez (2015) informaron sobre un sistema con cubos de EPU con una longitud

de aristas de 1 cm; sin embargo, mencionaron que el caldo se escurre cuando se apilan

debido a que la gravedad supera las fuerzas de capilaridad que mantienen el liquido en el

polimero. Un sistema similar propuesto por Pintado et al. (1998), con particulas cilindricas
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de EPU (con un didmetro y altura de 0.6 cm), informd un rendimiento similar de acido citrico
(0.52 Cmol/Cmol). Por ello, parece que la geometria de la EPU es un factor importante a

considerar para la produccién de metabolitos como el acido citrico y los polioles.

7.4.1. Validacion del disefio experimental

De acuerdo con los resultados presentados en la Grafica 12, se observa que Unicamente la
glucosa y extracto de levadura muestran un efecto estadisticamente significativo (p<0.05)
tanto en el rendimiento de acido citrico como en el consumo de glucosa; sin embargo, es
importante destacar que solo el extracto de levadura (Factor F) ejerce un efecto positivo

sobre la produccién de acido citrico.

Un estudio previo realizado por Xu et al. (1989) demuestra que cultivos que utilizan glucosa
como fuente de carbono, alcanzan un rendimiento maximo de &cido citrico a una
concentracién de glucosa del 7.5% (p/v). Mas alld de esta concentracion, se observa una
disminucion drastica en el rendimiento de acido citrico. Este patrén de comportamiento
concuerda con los resultados obtenidos en el presente estudio, lo cual demuestra que la
concentracion de glucosa ejerce un efecto importante sobre la produccién de acido citrico

por parte de A. brasiliensis.
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Grafica 12. Efectos estimados obtenidos a partir del DFC en el rendimiento de acido citrico, biomasa,
eritrol, glicerol y consumo de glucosa, de acuerdo con los resultados experimentales (*el efecto es
significativo al 95% de nivel de confianza). El efecto del factor glucosa en el consumo de glucosa fue

dividido entre cien. SM representa la solucion mineral.

Torres et al. (1996), reporta que una alta concentracién de azucar en el medio de cultivo
induce la sintesis de permeasas por parte de A. niger, lo que resulta en un aumento en la
absorcién de carbono. En contraste, se observa un efecto negativo sobre el consumo de
glucosa debido al incremento en la concentracion inicial de glucosa (de 150 a 250 g/L). de
Oliveira et al. (2022) reporta un comportamiento similar, donde a las 120 horas de
fermentacidon en condiciones de FES, aproximadamente el 50% de los azucares totales se
mantenian sin consumir. Por otro lado, se observa un efecto positivo sobre el rendimiento
de acido citrico con el incremento en la concentracion de extracto de levadura; es probable,
que A. brasiliensis requiere de alglin factor nutricional complejo para poder producir acido

citrico. En el rango evaluado, los factores B a E no tienen un efecto significativo en la
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produccién de metabolitos. A continuacion, se presentan en la tabla 13 los rendimientos

mas favorables obtenidos en los mismos.

Tabla 13. Maximo rendimiento de acido citrico en FES por etapa.

Etapa Experimento Acido citrico
P P (Cmol/Cmol)
Efecto del microorganismo y la adicién de metanol
1 . ‘. o 0.37
sobre la produccién de acido citrico
2 Efecto del pH sobre la produccién de acido citrico 0.41
Efecto de la concentracion de glucosa y pH sobre la
3 . . o 0.15
produccién de acido citrico
4 Efecto de la composicion del medio de cultivo sobre 0.54

la produccidn de acido citrico

Los resultados obtenidos del DFF muestran que las mejores condiciones para la produccién
de acido citrico (0.54 Cmol/Cmol) son: (1) una baja concentracién inicial de glucosayy, (Il) una
alta concentracion de extracto de levadura. Para aumentar el consumo de glucosa sin
afectar negativamente el rendimiento de produccién de acido citrico, se disminuyo la
concentracion de glucosa (mas alta 150 g/L) y se aumentd el extracto de levadura (100%).
La falta de efecto significativo (p>0.05) de los demds nutrientes en el rendimiento de acido
citrico y polioles podria atribuirse a la influencia excepcionalmente alta de la glucosa. Por
consiguiente, nos centramos en la evaluacion de los factores que, a pesar de no manifestar
un efecto significativo, desempefian un papel crucial en la produccién de acido citrico y
polioles. Para llevar a cabo esto, se evalué el efecto de la solucidon mineral (elementos traza)

qgue contiene glucosa, K2HPO4 y MgS04 mediante un disefo factorial.
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7.5. Efecto de la concentracidon de K;HPO,;, MgS0O, y una solucion mineral con

glucosa sobre la produccion de acido citrico

La produccién de acido citrico es un proceso altamente dependiente del tipo y
concentracion de la fuente de carbono, limitacidn de oxigeno, concentraciones subdptimas
de fosfato y magnesio, elementos traza y otros factores relevantes (Diano et al., 2009;
Guilherme et al., 2008; Ozdal & Kurbanoglu, 2019). Varios investigadores han evaluado el
impacto de la concentracidon de la fuente de carbono, nitrégeno, fosforo, magnesio y
elementos traza con respecto a algunos aspectos metabdlicos y regulatorios asociados con
la produccién de acido citrico y otros metabolitos por A. niger (Behera et al., 2021; Max et
al., 2010). Se ha observado que niveles bajos de fosfato y magnesio tienen un efecto
positivo en la produccion de acido citrico (Ozdal & Kurbanoglu, 2019). Por otro lado, un
exceso de fosfato incrementa la actividad metabdlica, lo cual se refleja en un aumento en
la produccidn de CO,, relacionado directamente con la tasa de crecimiento (Mostafa et al.,
2012; Zhang et al., 2002). Ademas, un incremento en la concentracién de glucosa en el
medio de cultivo estimula la produccidn de polioles, especificamente eritrol y glicerol (Diano
etal., 2009). Tomando en consideracion estas observaciones, se llevo a cabo una evaluacion
de la influencia de una solucion mineral que contiene glucosa, K;HPOs y MgS0Oa4 en la
produccién de metabolitos durante el crecimiento de A. brasiliensis en EPUc, con este
proposito, se implementd un disefio factorial (DF). En donde, se realizaron pruebas
utilizando dos medios de cultivo con diferente concentracidn de una solucidon mineral que
contiene glucosa (SMCG), basada en CuS04.5H,0, ZnS04.7H,0, MnS04.H,0, NaMo0a.2H,0,

NaNOs, extracto de levadura y glucosa (factor A), KzHPO, (factor B) y MgSQs (factor C).

El valor de pH inicial de la fermentacion se establecié en 3.5 + 0.2. La grafica 13, evidencia
la reduccion de pH, con la obtencidn de valores aproximados a 3 para todos los tratamientos
a las 120 horas de cultivo. Diversos estudios previos han sefialado que rangos de pH inicial
entre 2.5 y 4 favorecen la produccién de acido citrico en medios quimicamente definidos

utilizando sustratos inertes. En contraste, se ha observado que el uso de residuos
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agroindustriales como sustratos para la fermentaciéon en estado sélido (FES) se ve
beneficiado con un pH inicial en el rango de 6 a 7.5 (Jernejc et al., 1982; Behera et al., 2021).

4 -

pH
N

1 2 3 4 5 6 7 8

Tratamiento

Grafica 13. Anadlisis de pH de A. brasiliensis en condiciones de FES ante variaciones de la

concentracién de K;HPO4, MgSO, y una solucion mineral con glucosa.

Para este disefio experimental, la alta concentracion de glucosa en el medio (150 g/L) tiene
un impacto positivo sobre el rendimiento de acido citrico, el aparente aumento en la
biosintesis de citrato puede deberse a un aumento en la actividad del flujo glucolitico
(Alekseev et al., 2015); sin embargo, la concentracion de 4cido citrico puede afectar la
actividad de las enzimas reguladoras de la ruta EMP, por ejemplo la fosfofructoquinasa, que
es inhibida por el citrato a concentraciones fisiolégicas de 1 a 5 mM (Habison et al., 1983).
Un aumento en la concentraciéon de la fuente de carbono se acompafia de un aumento en
la concentracion de fructosa 2,6-bifosfato, que es un activador de la fosfofructoquinasa
(Kubicek-Pranz et al., 1990). Por lo general, la produccion de acido citrico se lleva a cabo a
una alta concentracidn inicial de la fuente de carbono, lo que provoca un efecto de choque
osmotico en Aspergillus spp., para contrarrestar este efecto se produce eritrol y glicerol,
que actian como metabolitos osmorreguladores (Diano et al., 2006). Dicho efecto puede
observarse a mayor concentracion de glucosa en este estudio o dicho en otras palabras,

mayor concentracién de sustrato es igual a mayor produccidn de polioles; sin embargo, la
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produccién de polioles no supera el 15% de la glucosa consumida en todas la condiciones.
Diano et al. (2006) describieron que el eritrol se produce como un compuesto de
almacenamiento de carbono cuando el flujo a través de la via de la PP supera la necesidad
de ribulosa-5-fosfato para la sintesis de biomasa, mientras que el eritritol y el glicerol
participan en la osmorregulacion. Los altos niveles de eritrol y glicerol obtenidos en el medio
con alta concentracion de glucosa estan relacionados con el flujo de carbono a través de las
vias EMP y PP (Diano et al., 2009). Finalmente, la alta concentracion de glucosa en el medio
(150 g/L) tiene un efecto negativo en el consumo de glucosa en el medio. La alta
concentracion de glucosa en el medio puede inducir la sintesis de permeasas con baja
afinidad, lo que conduce a un aumento en la absorciéon de carbono; sin embargo, la
actividad de las permeasas disminuye a pH bajo y es inhibida por una alta concentracién de
acido citrico (Torres et al., 1996). El alto rendimiento de acido citrico en el medio con alta
concentracion de glucosa puede provocar una disminucién en el consumo de glucosa. En
relacidon al extracto de levadura, en los tratamientos con una alta concentracién (>0.1
mg/mL), se observa que este continla ejerciendo un efecto positivo en la produccién de

acido citrico, manteniendo la misma tendencia que en el etapa anterior.

Tabla 14. Balance de carbono en Cmol por Cmol de glucosa consumida

Factor Variables de respuesta

Tratamiento A B Acido citrico Biomasa Eritrol Glicerol Consumo de
(Cmol/Cmol) (Cmol/Cmol) (Cmol/Cmol) (Cmol/Cmol) glucosa (%)

1 -1 -1 -1 0.54+£0.16 0.12+0.04 0.03+0.01 0.08 £ 0.01 74.16 £ 5.83
2 1 -1 -1 0.62 £0.13 0.15+0.02 0.04 £0.01 0.07 £0.00 56.46 + 5.89
3 -1 1 -1 0.22+0.04 0.05+£0.02 0.02 £0.00 0.04 £0.01 81.65+1.59
4 1 1 -1 0.42+0.04 0.09 £ 0.04 0.03+£0.00 0.06 £ 0.00 53.62 +4.06
5 -1 -1 1 0.24 £ 0.04 0.09 £ 0.02 0.02+0.01 0.04 £0.01 79.57 £0.27
6 1 -1 01 0.31+0.05 0.08 £ 0.02 0.03+0.01 0.04 £0.01 67.48 +3.44
7 -1 1 1 0.17+£0.09 0.04 £ 0.03 0.00+£0.00 0.03+0.01 80.83+2.71
8 1 1 0.43+0.18 0.10+£0.02 0.03+0.01 0.07 £0.03 61.83 +6.03
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El rendimiento de acido citrico fue mayor en los tratamientos con baja concentracion de
K2HPO4 (4.54 g/L) y MgS04 (0.26 g/L); efectos similares han sido reportados por Max et al.
(2010) y Mostafa et al. (2012). Estos autores reportaron que la limitacién de fésforo podria
tener un efecto positivo en el rendimiento de acido citrico, mientras que una alta
concentracion de fosforo conduce a una disminucion en la respiracion microbiana en forma
de CO,, lo que a su vez se relaciona con un menor uso de los azlcares disponibles en el
cultivo. Ademas, el fésforo se metaboliza como fosfato y la limitacién de este ion cuando el
nitrégeno no esta limitado conduce a la formacion de acido citrico (Kubicek et al., 1977). El
fosfato se utiliza para la generacién de energia, generalmente en forma de ATP; esta
molécula regula enzimas en las vias de la EMP y el ciclo de Krebs. La limitacién de ATP puede
causar la inhibicion del crecimiento desviando el flujo del carbono hacia la formacién de
acido citrico. Ademads, Ozdal & Kurbanoglu (2019) informaron que la produccién de acido
citrico (utilizando melaza y peptona proveniente de plumas de pollo) se produce a 0.15 g/L
en presencia de K;HPO4 y sin MgSOas. Un aumento adicional en la concentracién de MgSOa4
reduce gradualmente el rendimiento de acido citrico, de 0.62 a 0.17 (Cmol/Cmol) sobre el
rendimiento de dacido citrico. La alta concentracién de iones de magnesio posiblemente
inhibe a la citrato sintasa, lo que resulta en una disminucién sobre el rendimiento de acido
citrico (Ikram-ul et al., 2004). También se informd que varias enzimas como la hexoquinasa
y la glucoquinasa, son inhibidas por el citrato debido a la quelacién con Mg?* (Papagianni et
al., 2007). El efecto del magnesio con iones de sulfato lleva a una disminucién en el consumo
de glucosa debido a la accion de las enzimas requeridas para el crecimiento fungico y la

produccién de acido citrico (Mostafa et al., 2012).

Se ha reportado ampliamente el rendimiento de acido citrico por A. niger utilizando glucosa
como fuente de carbono (Adeoye et al., 2015); sin embargo, el rendimiento de acido citrico
logrado en el presente estudio con A. brasiliensis (0.62 Cmol/Cmol) es mucho mayor que
los informados previamente en FES (0.30 Cmol/Cmol) (Papagianni et al., 2004; Perwitasari
et al., 2021; Steiger et al., 2019; Upton et al., 2017). El cultivo de A. brasiliensis en EPUc

parece ser el mas adecuado para la produccion de acido citrico y polioles. Un resultado
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similar fue reportado por Lee et al. (1989), quienes utilizaron un biorreactor de columna de
burbujeo con cubos de EPU (0.2 cm); sin embargo, el rendimiento fue inferior (0.44
Cmol/Cmol) al obtenido en este estudio, teniendo en cuenta este hecho el control del

medio de cultivo es un factor critico a considerar.

7.5.1. Validacion del disefio experimental

De acuerdo a la grafica 14, todos los factores evaluados tienen un efecto significativo
(p<0.05) sobre el rendimiento de acido citrico; sin embargo, solo el factor A tiene una
influencia positiva. Este comportamiento se debe principalmente al aumento de la
concentracion de glucosa. Borekgl et al. (2021) informaron que el rendimiento de acido
citrico disminuye significativamente cuando la concentracién de glucosa esta por debajo de
100 g/L. Ademas, Papagianni et al. (1999) demostraron que una concentracién inicial de
glucosa de 130 g/L permite una alta produccion de acido citrico con A. niger en FEL; y
afirmaron que el efecto de la alta concentracién de glucosa afecta la fisiologia del hongo,
afectando a su vez a la tasa especifica de formacidn del producto siendo sensible a niveles

elevados de glucosa.
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Grafica 14. Efectos estimados obtenidos a partir del DFF en el rendimiento de acido citrico, biomasa,
eritrol, glicerol y consumo de glucosa, de acuerdo con los resultados experimentales (*el efecto es
significativo al 95% de nivel de confianza). SMCG representa la solucién mineral que contiene

glucosa.

Por otro lado, el rendimiento de biomasa fue positivamente afectado por la SMCG y la
interacciéon de K;HPO4*MgSOa; sin embargo, el K;HPO4 presenta un efecto negativo. En
cuanto al rendimiento de eritrol y glicerol, la SMCG y la interaccion de SMCG*K;HPO4 tienen
un efecto positivo; no obstante, solo K;HPO4 por si solo tiene un efecto negativo. Diano et
al. (2006), reportaron que bajo condiciones de cultivo similares (100 g/L de glucosa) el
rendimiento de eritrol y glicerol fue de 0.01 y 0.08 (Cmol/Cmol) respectivamente, mismos
gue concuerdan con lo reportado; representando el 10% del carbono consumido.
Adicionalmente, la SMCG, MgS0aYy las interacciones entre SMCG* MgS0Osy SMCG*K,;HPO4
afectan el consumo de glucosa; no obstante, es claro que el MgS0O4 lo favorece, mientras
que la SMCG lo afecta de manera negativa. Algunos autores han reportado patrones
similares del K;HPOs y MgS0O4 sobre la produccion de acido citrico y polioles; donde,
consideran que el K;HPO4 actla como un agente promotor del crecimiento y tampdn que
mantiene los valores de pH, por lo tanto, se debe usar una cantidad razonable para
mantener el pH dentro del rango que favorezca la produccién de acido citrico (Lofty et al.,
2007; Ali et al., 2012). Por otro lado, el MgS0as se considera esencial y este afecta la tasa de
consumo de carbono mediante la accién de multiples de enzimas, requeridas tanto para el

crecimiento fungico como para la produccion de acido citrico (Mostafa et al., 2012).

Se ha reportado que los elementos traza tienen un efecto negativo en la produccion de
acido citrico y polioles, ya que actian como activadores de ciertas enzimas; por esta razén,
en procesos de FEL, se encuentran en concentraciones pequefias o ni siquiera se agregan.
Por lo tanto, se logra una produccion elevada de acido citrico solo si hay un control riguroso
de la disponibilidad de elementos traza (Bizukojc et al., 2004; Soccol et al., 2006); sin
embargo, esta etapa no muestra claramente el posible efecto de la concentracion de

micronutrientes sobre la produccidn de los metabolitos analizados, debido a que dentro del
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disefo experimental no se plantean como un factor aparte. Varios autores han informado
gue el rendimiento obtenido en condiciones de FES es superior al obtenido en FEL (Show et
al., 2015), argumentando que la presencia de elementos traza no afecta la produccién de
acido citrico en FES como lo hace bajo condiciones de FEL. Por lo tanto, no se requiere un
tratamiento del sustrato para el control de elementos traza (Soccol et al., 2006; Dhillon et
al., 2011; Borekgl et al., 2021). A continuacion, se presentan en la tabla 15 los rendimientos

mas favorables obtenidos en los mismos.

Tabla 15. Maximo rendimiento de acido citrico en FES por etapa.

Etapa Experimento Acido citrico
P P (Cmol/Cmol)
Efecto del microorganismo y la adicién de metanol
1 ., . _ 0.37
sobre la produccién de acido citrico
2 Efecto del pH sobre la produccién de acido citrico 0.41
3 Efecto de la concentracion de glucosa y pH sobre la 0.15
produccién de acido citrico '
4 Efecto de la composicion del medio de cultivo sobre 0.54

la produccidn de acido citrico

Efecto de la concentracion de K;HPO4, MgS0O4 y una
5 solucion mineral con glucosa sobre la produccion 0.62
de acido citrico

Los resultados obtenidos del DFC muestran que las mejores condiciones para la produccién
de acido citrico (0.62 Cmol/Cmol) son: (I) una alta concentracion inicial de SMCG, (ll) una
baja concentracién inicial de Kz2HPOa y (Ill) una baja concentracidn inicial de MgSOa. Con el
fin de aumentar el consumo de glucosa sin tener un efecto negativo sobre el rendimiento
de 4cido citrico, la concentracién de glucosa inicial se mantuvo fija (150 g/L) y el MgSOa se
aumentd ligeramente (13%) con respecto a la concentracion mas alta. Por lo que la
siguiente etapa se enfocd en evaluar el efecto de los elementos traza junto con el extracto
de levadura evaluado en el cuarto disefio experimental mediante el uso de un disefio

factorial 22.

68



7.6. Efecto de la concentracidon de elementos traza y extracto de levadura sobre

la produccion de acido citrico

Los elementos traza (Cu®*, Fe3*, Mg?*, Mn?*, entre otros) tienen un papel muy importante
sobre la regulacion de la produccién de acido citrico (Kubicek et al., 1985). Elementos traza
como el hierro, zinc y molibdeno son componentes integrales de algunas enzimas; por
ejemplo, la producciéon de acido citrico disminuye en presencia de Fe3*, ya que es un
activador y componente de la aconitasa, por esa razon no se analiza su efecto dentro de
este estudio. Por otro lado, el zinc esta presente es un componente de enzimas como las
deshidrogenasas, aldolasas, polimerasas y proteasas. Por lo tanto, es crucial considerar el
control riguroso de la disponibilidad de elementos traza (Borekgl et al., 2021); sin embargo,
varios autores afirman que la presencia de elementos traza en condiciones de FES no afecta
negativamente la produccidn de acido citrico (Soccol et al., 2006; Dhillon et al., 2011; Show
et al., 2015). Etapas anteriores mostraron que el extracto de levadura aumenta la
produccidén de acido citrico pero disminuye el consumo de glucosa. Por lo tanto, esta etapa
se encarga de evaluar el efecto de los elementos traza en una soluciéon mineral (SM) basada
en CuS04.5H,0, ZnS04.7H,0, MnS04.H,0, NaMo04.2H,0 (factor A) y extracto de levadura
(factor B) en el medio de cultivo, manteniendo constante la concentracion de glucosa,

NaNOs, K2HPO4 y MgS04.7H20.

El valor de pH inicial se establecié en 3.5 + 0.2. La grafica 15, evidencia la reduccién de pH,
con la obtencidén de valores aproximados a 3 para todos los tratamientos a las 120 horas de
cultivo. A bajo pH, la formacién de productos no deseados como acido oxalico y glucdnico
se inhibe, disminuyendo la posibilidad de contaminacion por parte de otros
microorganismos, de esta manera se facilita la recuperacion del acido citrico (Behera et al.,

2021).
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Grafica 15. Anadlisis de pH de A. brasiliensis en condiciones de FES ante variaciones de la

concentracién de los elementos traza y extracto de levadura.

De acuerdo a la tabla 16, la elevada concentracién de elementos traza tiene un efecto
negativo sobre el rendimiento de acido citrico. Dentro de las condiciones estudiadas, es
necesario controlar la concentracion de zinc, cobre, manganeso y magnesio para potenciar
la produccién de acido citrico (Soccol et al., 2006). Se ha reportado que el zinc es un
estabilizador de la estructura celular y de los organulos, su deficiencia conlleva a la
degradacion de las mitocondrias y ribosomas (Finogenova et al., 2002). Ademas, el zinc
contribuye a la regulacidon enzimatica del CAT, dando como resultado un rendimiento
elevado de acido citrico (de Oliveira et al., 2022). En cuanto al cobre, un exceso de iones de
cobre en el medio se asocia con un aumento sobre el rendimiento de acido citrico;
adicionalmente, el cobre contrarresta el efecto adverso de manganeso y hierro
(Anastassiadis et al., 2008). La carencia de manganeso afecta el anabolismo de A. niger,
generando una elevada concentracion intracelular de amonio debido a la degradacion de
proteinas, lo cual contrasta con la inhibicién de la EMP y produccion de acido citrico (Show
et al., 2015). Ademas, se ha reportado que el, manganeso provoca la inhibicién de ciertas
enzimas en el ciclo anaerdbico y en el CAT, con excepcion de la citrato sintasa, resultando
en una sobreproduccién de acido citrico (Grewal & Kalra, 1995). El magnesio actia como

cofactor en reacciones enzimaticas celulares (Anastassiadis et al., 2008); otros estudios, han
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evidenciado que el magnesio es un metal involucrado en la produccidn de acido citrico y el
crecimiento (Borekgl et al., 2021). La interdependencia de los elementos traza debe ser
considerada dado que es esencial para la produccidon de acido citrico, por lo tanto se

requiere un control riguroso sobre su concentracién en condiciones de FES.

Tabla 16. Balance de carbono en Cmol por Cmol de glucosa consumida

Factores Variables de respuesta
Tratamiento A B Acido citrico Biomasa Eritrol Glicerol Consumo de
(Cmol/Cmol) (Cmol/Cmol) (Cmol/Cmol) (Cmol/Cmol) glucosa (%)
1 -10-1 0.35+0.07 0.08+0.03 0.03+£0.01 0.06+0.01 67.80+9.02
2 101 0.56 £ 0.07 0.19+0.02 0.04+0.00 0.07+0.01 66.39 + 1.50
3 1 -1 0.31+£0.13 0.06+0.05 0.03+£0.01 0.06+0.02 68.43+2.41
4 1 0.30+0.14 0.07+0.05 0.02+£0.01 0.05+0.01 73.50+5.77

Del mismo modo, la elevada concentracion de elementos traza tiene un efecto negativo
sobre los polioles y biomasa. Los polioles representan en 10% del carbono consumido
manteniéndose con respecto a la etapa previa; por otro lado, el rendimiento de biomasa
aumenta considerablemente, representando un 19% del carbono disponible. Es probable
que el crecimiento (biomasa) favorezca la produccién de acido citrico. Xie et al., (2005)
identificaron un efecto similar en el rendimiento de biomasa, donde el rendimiento de acido
citrico aumento, y el crecimiento se mantuvo constante para todos los tratamientos en
condiciones de FES utilizando un soporte complejo. A partir de estos resultados, se plantea
que la produccion de eritrol y la ausencia en la produccién de otros polioles y azucares se
deba a la baja actividad de la via PP en comparaciéon con la demanda celular de los
intermediarios (Rohr et al., 1987). El glicerol se produce por medio de dos vias: una a través
de la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD y la glicerol-3-fosfatasa, y otra
a través de la DHAP fosfatasa y la glicerol deshidrogenasa dependiente de NADP, el flujo de
ambas vias depende de la actividad fosfatasa. Diano et al., (2006) reportaron que el flujo
anabdlico provoca la activacién de la glicerol deshidrogenasa dependiente de NADP; por lo

qgue asumimos, que el aumento del flujo catabdlico genera un menor rendimiento de
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glicerol, concluyendo finalmente que la produccién de glicerol se explica por la alta presion

osmotica en la FES.

7.6.1. Validacion del disefio experimental

De acuerdo a la grafica 16, la SM tiene un efecto negativo sobre la produccion de acido
citrico, polioles y biomasa. Kubicek et al., (1977) demostraron que la actividad especifica de
las enzimas del CAT se ve afectada cuando hay iones de manganeso en el medio, estos iones
tienen especial efecto en enzimas como la citrato sintasa, lo que contribuye a la
acidogénesis. El extracto de levadura solo tiene efecto positivo sobre la biomasa,

probablemente se deba al aporte de vitaminas, aminodcidos, entre otros.

OAcido citrico M Biomasa Eritrol  m Glicerol Consumo de glucosa

0.4

0.2 A

0.1
H*

0 T - . — — —

B "B

*
-0.1 1 *
*
*

SM Extracto de levadura SM*Extracto de levadura

Efectos estimados

Grafica 16. Efectos estimados obtenidos a partir del DFC sobre el rendimiento de 4cido citrico,
biomasa, eritrol, glicerol y consumo de glucosa, de acuerdo con los resultados experimentales (*el

efecto es significativo al 95% de nivel de confianza). SMCG representa la solucién mineral.

El efecto de la interacciéon (SM*extracto de levadura) sobre el rendimiento de metabolitos
puede indicar cuales son las mejores condiciones para obtener en este caso el mejor
rendimiento de metabolitos dentro DFC. El mejor tratamiento fue el medio con una baja
concentracién de elementos traza (1.50E-02 g CuS04.5H,0 /L) y un alta concentracion de

extracto de levadura (0.15 g/L) para todos los metabolitos. Por otro lado, el consumo de
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glucosa no se ve afectado por la concentracion de elementos traza y extracto de levadura
utilizadas. Un estudio similar sobre el efecto de los elementos traza sobre el acido citrico
muestra que el acido citrico y el rendimiento de biomasa son similares a los reportados en
este estudio a los 10 dias de fermentacién; por otro lado, la glucosa se consume por
completo después de 20 dias (Guilherme et al., 2008). El DFC confirma que los elementos
traza afectan el rendimiento sobre acido citrico, polioles y biomasa; en contraste, con otros
autores que han afirmado que estos no tienen un efecto significativo en procesos de FES
(Show et al., 2015; Borekgi et al., 2021 ). Esto debido principalmente a la limitacién en la
disponibilidad de nutrientes en los procesos de FES, provocado por la transferencia de calor

y oxigeno (Sangsurasak et al., 1995). La PGl, crucial en el proceso de regulacion de la

En la busqueda de justificar la consistente predominancia de acido citrico sobre los polioles
dentro de la FES, se destaca la participacién de la fosfoglucoisomerasa (PGl). Esta enzima
cataliza la isomerizacién de G6P a fructosa-6-fosfato (F6P), representando la segunda
reaccion dentro de la via EMP. La PGl, crucial en la regulacion de este proceso, se ve inhibida
por la presencia de eritrosa-4-fosfato (E4P), esta enzima es responsable de la produccién
de eritrol (Ruijter et al., 1999), por lo que asumimos que un flujo glucolitico elevado hacia
la produccion de acido citrico conlleva una marcada disminucidn en la actividad de la via PP,
resultando en una menor produccion de polioles. A continuacidn, se presentan en la tabla

17 los rendimientos mas favorables obtenidos en los mismos.
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Tabla 17. Maximo rendimiento de acido citrico en FES por etapa.

Etapa Experimento Acido citrico
P P (Cmol/Cmol)
Efecto del microorganismo y la adicién de metanol
1 ., . _ 0.37
sobre la produccién de acido citrico
2 Efecto del pH sobre la produccién de acido citrico 0.41
Efecto de la concentracion de glucosa y pH sobre la
3 . .. Y 0.15
produccién de acido citrico
4 Efecto de la composicion del medio de cultivo sobre 0.54

la produccidn de acido citrico

Efecto de la concentracion de K;HPO4, MgS0O4 y una
5 solucion mineral con glucosa sobre la produccion 0.62
de acido citrico

Efecto de la concentracion de elementos traza 'y
6 extracto de levadura sobre la produccién de acido 0.56
citrico

Los resultados obtenidos del DFC muestran que las mejores condiciones para la produccién
de acido citrico (0.56 Cmol/Cmol) son: (I) una baja concentracion de SM vy (ll) una alta
concentracion de extracto de levadura. Esto indica que el aumento de los elementos traza
tiene un efecto negativo sobre el rendimiento de los metabolitos analizados (acido citrico,
biomasa, polioles) mientras que el extracto de levadura solo presentd efecto sobre el

crecimiento (biomasa).

74



8. Conclusion

Un enfoque estadistico basado en disefios factoriales permitié obtener un rendimiento de
produccién de acido citrico superior al reportado hasta ahora para FES. Representando
hasta el 62% del carbono consumido por A. brasiliensis en un medio de cultivo definido
impregnado en EPU, revelando variaciones en el comportamiento del metabolismo de
polioles en distintas condiciones ambientales. Estas variaciones se atribuyen a la compleja
regulacion del acido citrico y polioles, que cumplen diversas funciones. La ausencia de
metanol en el medio ha demostrado tener un impacto positivo en la produccion de acido
citrico. Asimismo, al igual que en FEL, se ha demostrado que el pH tiene un papel
fundamental, con una mayor produccién observada a valores de pH de 3. Por otro lado, la
concentracién hipertoénica de glucosa en el medio (>150 mg/mL) tiene un efecto adverso

en la produccién de acido citrico en FES, con un impacto negativo también en su consumo.

La limitacién de fésforo, por otro lado, muestra tener un efecto positivo sobre la produccién
de dacido citrico, mientras que una concentracion elevada de magnesio se traduce en un
mayor consumo de glucosa. El extracto de levadura, una solucién derivada de células
autolizadas, se caracteriza por su alta concentracidn de vitaminas, aminoacidos y otros
factores de crecimiento. La adicidn de extracto de levadura promueve la produccién de

acido citrico.

Dentro de las condiciones estudiadas en FES, se determind que los cationes divalentes (Cu?*,
Zn%*, Mn?* y Mo?*) pueden ser tolerados en concentraciones mayores que en FEL, aunque
a niveles elevados pueden ejercer una influencia negativa en la produccion de acido citrico,
polioles y biomasa. Es crucial sefialar que la influencia especifica de estos elementos traza
no pudo evaluarse completamente, ya que se consideraron como un Unico factor y no se
pudo visualizar el efecto individual de cada uno de estos. Adicionalmente, el uso de EPU en
forma de placa permitié explotar las ventajas de la FES en un soporte inerte con una alta
capacidad de retencién de agua, alcanzando hasta 15 veces su peso y con la posibilidad de

incrementar hasta 60 veces su peso. Esta caracteristica promisoria abre nuevas perspectivas
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para aumentar la productividad de proceso y la produccidon de productos de alto valor
agregado. Finalmente, es relevante sefialar que el modelo de estudio en EPU se comporta

de manera muy similar a la FEL para la produccién de acido citrico.

9. Perspectivas

Basandonos en las condiciones éptimas de cultivo en este estudio, se proponen las

siguientes perspectivas para investigaciones futuras:

e Analizar el impacto individual de los cationes divalentes (Cu?*, Zn?*, Mn?*y Mo?*) en
la produccién de acido citrico, con el objetivo de comprender mejor cémo influyen
en los procesos de FES.

e Implementar un disefio de superficie de respuesta para optimizar el proceso de
produccién de dacido citrico. Esto permitird identificar las condiciones ideales de
cultivo que maximicen la produccion de manera eficiente.

e Realizar una comparacion entre las condiciones déptimas encontradas para la
produccién de acido citrico en FES y las mismas en FEL. El objetivo es determinar las
diferencias entre ambos sistemas y comprender por qué muestran similitudes sobre

la produccién de acido citrico.
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