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RESUMEN

La industria de la biotecnologia y los bioprocesos han adquirido gran relevancia
durante las ultimas décadas dentro de la investigacion cientifica, lo anterior obedece a
la posibilidad de obtener productos de interés y utilidad para su aplicacion en distintos
sectores productivos. El acido kdjico (AK) es un metabolito sintetizado por bacterias y
hongos filamentosos, ha sido objeto de investigacién desde su descubrimiento, siendo
utilizado en la industria cosmética como un aclarador de piel y en la industria
alimentaria como un antioxidante en vegetales y mariscos. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar, comparar y optimizar el proceso de produccién de acido kojico
mediante una cepa de Aspergillus niger en un sistema de reactores construidos, en los
gue se consideraron diversas variables, como: presencia de luz, ausencia de luz,
presencia de agitacion y ausencia de agitacion. Se establecieron dos cinéticas
fermentativas para cada uno de los reactores, cada cinética fermentativa tuvo una
duracion de seis dias, con tomas de muestra cada 24 horas, muestras a las que se les
evalué la presencia de: acido kéjico, biomasa y azlcares reductores. Siendo el reactor
con agitacion de burbujas y presencia de luz el que presento mayor efecto en la
produccion de &cido kojico a partir de Aspergillus niger. Lo anterior demuestra que el
tipo de agitacion y la presencia de luz si tienen injerencia en la produccion de este
metabolito a una temperatura de fermentacién de 30°C.

Palabras clave: Acido Kojico, Biorreactores, Aspergillus niger, Fermentacion,

Bioprocesos.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

El acido kéjico (AK) es un producto sintetizado por bacterias (Acetobacterium
sp) y diversos géneros de hongos filamentosos (Aspergillus y Penicillium) [1]. En la
industria alimentaria se utiliza generalmente como un antioxidante y en la industria
cosmeética es empleado para llevar a cabo el aclaramiento de la piel [1]. Asi mismo, al
acido kodjico se le atribuyen una amplia gama de actividades biolégicas, como:
antibacterianas, antifingicas, antiinflamatorias, antineoplésticas, anticonvulsivas y
antivirales [1]. La produccién de acido kdjico es un tema de interés dentro de la
industria biotecnoldgica, su sintesis y la de sus derivados es un desafio para los
investigadores académicos e industriales [1]. En la actualidad se conocen dos fuentes
principales para la obtencion de acido kojico, la primera es la fuente vegetal (hojas de
la planta del arandano) y la segunda es mediante los procesos de fermentacion
aeroObica de hongos filamentosos (género Aspergillus) [2], [3]. Siendo Aspergillus flavus
y Aspergillus oryzae, los hongos con mayores rendimientos en la sintesis de este
metabolito [4]. Sin embargo, la obtencion de acido kdjico con Aspergillus flavus ha
mostrado una produccion concomitante de aflatoxinas altamente cancerogénicas, por

lo que su uso en alimentos o en productos farmacéuticos es un problema [4].

Por lo anteriormente mencionado y ante un constante crecimiento en la
demanda de acido kojico, es necesario investigar nuevas fuentes de obtencién de este
producto, que sean inocuas para el ser humano y econdmicamente rentables para su

implementacion a nivel industrial.

En el presente trabajo de investigacion se lleva a cabo la evaluacion,
comparacion y optimizacion del proceso de produccion de acido kojico en fermentacion

de medio liquido, mediante una cepa de Aspergillus niger en un sistema de reactores



a escala de laboratorio, considerando diversas variables, como la presencia de luz,

ausencia de luz, presencia de agitacién y ausencia de agitacion.

El trabajo se desarrollé en el Laboratorio de Fermentaciones, perteneciente al
Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos y en el Laboratorio de
Bioquimica, perteneciente al Departamento de Ciencias Bésicas, dentro de la

Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro, en Buenavista, Saltillo, Coahuila.



1.1. Objetivo

Comparar las condiciones de producciéon de acido kojico por Aspergillus niger M4 en

un reactor de tanque estatico y en un reactor de transporte aéreo (Airlift).

1.2. Objetivos especificos

e Disefiar los reactores de transporte aéreo (Airlift) y de tanque estatico para la
sintesis de &cido kojico por Aspergillus niger M4 en fermentacion de medio
liquido.

e Evaluar la cinética de produccion de acido kdjico mediante fermentacion liquida
en los cuatro reactores disefiados.

e Establecer las condiciones de operacion Optimas para la produccion de acido

kdjico en los reactores disefiados.

1.3. Hipétesis

Los hongos del género Aspergillus spp., producen acido kojico bajo condiciones
de estrés, por lo que la variacion en el tipo de operacion del reactor afectara la

produccion de acido kajico.



CAPITULO I

ACIDO KOJICO

2.1. Descripcion general del 4cido kdjico

El acido kéjico es un metabolito natural producido por bacterias y hongos
filamentosos, destaca por la capacidad de inhibir la actividad tirosinasa en la sintesis
de melanina [3]. Quimicamente su estructura es identificada como 5-hidroxi-2-
hidroximetil-4-pirona (Figura 2.1) [4]. Es un heterociclo polifuncional, con varios centros
de reaccion importantes, utilizados en muchos tipos de reacciones, que implican
adicién, alquilacion, oxidacién, apertura de anillos, reacciones nucledfilas y de

sustitucion electrofilica [1].

OH

HO
O

Figura 2.1. Estructura quimica del &cido kdjico.
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2.2. Antecedentes del acido kéjico

El nombre de acido kojico se deriva de “Koji”, nombre comudn con el que se le
conoce en Japon [4]. Fue aislado por Saito en 1907, de un micelio de Aspergillus
oryzae cultivado en arroz al vapor (cultivo de estado sélido) [4]. La estructura quimica

fue determinada por Yabuta en 1924.

Es un compuesto quimico multifuncional y posee una propiedad acida débil, su
origen natural confirma su biodegradacién no peligrosa, o que lo convierte en un

esqueleto atractivo y rentable para desarrollar compuestos biolégicamente activos [4].

El acido kojico se comercializé por primera vez en 1955 por Charles Pfizer and
Company, primera empresa en intentar producir este producto [3]. En los ultimos afios,
son cinco las empresas productoras de &cido koéjico, dos se encuentran en China y
tres empresas mas en Japdn, Suiza y Estados Unidos [3]. En la actualidad, el
crecimiento de las industrias y el descubrimiento de los usos potenciales del acido

kdjico y sus derivados, generaron grandes demandas para este producto [3].

2.3. Usos y aplicaciones del acido kéjico

Las principales aplicaciones del &cido kéjico y sus derivados dentro de la
medicina se basan en su biocompatibilidad y en las propiedades antimicrobianas,
antivirales, antitumorales, antidiabéticas, anticancerigenas y antiparasitarias que
posee este compuesto quimico [3]. En la cosmetologia se utiliza como un agente de
aclaramiento o blanqueamiento de la piel, pudiéndose encontrar en cremas, lociones,

jabones y también en productos de cuidado dental [1], [3].

El acido kdjico es utilizado en la industria alimentaria por sus propiedades
antimicrobianas y antioxidantes, previniendo la decoloracion y el dafio enzimatico en
verduras y mariscos [1]. Ademas, se emplea como un precursor de potenciadores del

sabor (maltol y maltol etilico) [4].

Las propiedades pesticidas e insecticidas que posee el acido kdjico lo vuelven
una alternativa de interés para su estudio y aplicacién dentro de la agricultura.
11



2.4. Fuentes de obtencién del a&cido kojico

El &cido kojico es un metabolito obtenido de la fermentacion aerdbica de hongos
filamentosos, como: Aspergillus flavus, Aspergillus oryzae, Aspergillus tamarii y
Aspergillus parasiticus (Cuadro 2.1). Puede producirse a partir de la fermentacion de
algunos alimentos asiaticos, por ejemplo, salsa de soja y vino de arroz [3]. Por otra
parte, existen bacterias como Acetobacterium sp., con capacidad para producir este

compuesto [1].

El proceso de fermentacidn aerdbica para la obtencion de acido kdjico, como el
de cualquier otro metabolito secundario sintetizado por un microorganismo, puede
verse afectado por diversos factores, como: factores quimicos, factores nutricionales,
presencia de azucares, presencia de sales, presencia de oligoelementos y presencia
de metales pesados [5]. Las altas concentraciones de sacarosa afectan drasticamente
el crecimiento de los hongos a medida que disminuye la tasa de crecimiento y aumenta
el periodo de incubacién [5]. La mayoria de los organismos vivos requieren una serie
de metales en cantidades minuciosas para el mantenimiento normal del metabolismo,
sin embargo, la presencia de metales pesados en altas concentraciones causa un
efecto letal en el sistema vivo de los hongos [5]. Finalmente, no debe dejarse de lado
la existencia de factores criticos para un proceso de fermentacion, como lo es el pH,
la temperatura y la presencia o ausencia de agitacion, factores que seran solventados

con la eleccién correcta del reactor a utilizar.

12



Cuadro 2.1. Microorganismos productores de acido kéjico

Familia Género Especie
Alternaria Alternaria alternata
Pleosporaceas Pleospora P. herbarum
Pleospora Pleospora alli
Chaetomiaceas Chaetomium Chaetomium globosum
Microascéaceas Microascus Microascus brevicaulis
Stachybotrys Stachybotrys chartarum
Stachybotryaceae
Stachybotrys Stachybotrys theobromae
Torulaceas Torula Herbarum de Torula

Trichoderma hamatum, Trichoderma koningii,T.

Trichoderma . .
Hipocreéaceas longibrachiatum,T. polysporum
Acremonio Strictum de Acremonium
Fusarium aquaeductuum,
F. chlamydosporum
. . equiseti, F. lateritium
Nectriaceas Fusarium

F.

F. moniliforme, F. oxysporum
F. proliferatum, F. solani

F. subglutinans, F. tricinctum

Cunninghamellaceae | Cunninghamella | Cunninghamella echinulata

Mucor circinelloides,

Mucoraceas Mucor
Mucor. Fuscus

Syncephalastraceae | Syncephalastrum | Syncephalastrum racemosum

P. Capsulatum, P. lividum, P. spinulosum

P. funiculosum, P. purpurogenum,

P. rugulosum, P. albidum, P. atramentosum, P.
aurantiogriseum

. janthinellum, P. citrinum,

. corylophilum, P. camemberti

. chrysogenum, P. cyaneofulvum

cyclopium, P. digitatum, P. expansum

. frequentans, P. godlewski,

. nigricans, P. somniferum, P. viridicatum

Trichocomaceae Penicillium

Candidus, A. phoenicis, A. melleus
Ochraceus, A. sclerotiorum

. Sulphureus, A. fumigatus

. flavus, A. flavus var. columnaris

. Oryzae, A. Parasiticus

. tamarii, A. wentii, A. aculeatus

. niger, A. terreus, A. flavipes

. Janus, A. sydowii A. versicolor, A.nidulans

Trichocomaceae Aspergillus

>>>>>PP> | UUTTUT

Fuente: Saeedi, Eslamifar y Khezri (2019), Aplicaciones del acido kéjico en preparaciones cosméticas y farmacéuticas.



CAPITULO Il

BIORREACTORES

3.1. Descripcion general de los biorreactores

Un biorreactor es un equipo donde se realiza un proceso de cultivo, empleando
microorganismos (bacterias, hongos, algas o levaduras) y que comunmente es

denominado “fermentador” [6].

Sea en estado solido o liquido, el disefio debe ser tal que asegure
homogeneidad entre los componentes del sistema, las condiciones Optimas para el

crecimiento microbiano y la obtencion del producto deseado [6].

Es importante tomar en cuenta los problemas de transferencia de calor y
difusién de oxigeno, los cuales dependen de las caracteristicas del reactor utilizado
para la fermentacion, siendo este, uno de los principales factores que afectan el disefio
y las estrategias de control [6]. Los criterios mas importantes en el disefio de un
biorreactor se resumen del siguiente modo, dependiendo del tipo de biorreactor y la

fermentacion a utilizar [6]:

1. Eltanque debe disefiarse para que funcione asépticamente durante numerosos
dias, para evitar la aparicion de contaminantes en las operaciones de
bioprocesos de larga duracion.

2. Debe permitir una mayor area de contacto entre las fases bidtica y abiotica del
sistema, es decir, se debe proporcionar un sistema adecuado de aireacion y
agitacion para cubrir las necesidades metabdlicas de los microorganismos.

3. El consumo de energia debe de ser el minimo posible.
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4. Debe tener entradas para la adicién de nutrientes y el control de pH.
El crecimiento microbiano es generalmente exotérmico, por lo que el biorreactor
debe facilitar la transferencia de calor del medio hacia las células y viceversa, a
medida que se produce el crecimiento celular, ademas de mantener estable la
temperatura deseada.

6. Mantener las células uniformemente distribuidas en todo el volumen de cultivo.
Suministrar oxigeno a una velocidad tal que satisfaga el consumo.

8. El disefio debe ser tal que permita mantener el cultivo puro; una vez que todo
el sistema ha sido esterilizado y posteriormente inoculado con el

microorganismo deseado.

3.2. Principales tipos de biorreactores

Los procesos de fermentacibn se consideran sistemas bioloégicamente
complejos, cuentan con multiples entradas y salidas, como tal, la seleccién de las
estrategias de control de estos sistemas suele ser una tarea complicada [7]. A lo largo
de los afios se han desarrollado diferentes tipos de reactores para cumplir con distintos
propésitos, la mayoria de los reactores estan contenidos en alguna de las siguientes
categorias: recipientes sin agitacion, recipientes agitados, columnas de burbujeo,
acoplados a bombas de succién y de lechos empacados. La diferencia principal entre
los diferentes tipos de reactores es la agitacion [8].

3.2.1. Tanque de agitado

El tanque de agitado es el reactor mas importante utilizado en la industria,
mayormente posee forma cilindrica (Figura 3.1), construido de acero inoxidable y esta
equipado con un agitador, el cual consiste en una barra donde se coloca uno u mas
propulsores, los cuales pueden estar en la parte inferior o en la parte superior del

recipiente, siendo la primera configuracién la mas comun [8].

El enfriamiento y/o calentamiento de este tipo de reactor se lleva a cabo a través

de la pared de este o por medio de serpentines internos. El liquido que circula dentro
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de estos serpentines puede ser bombeado hacia fuera de estos y ser calentado y/o
enfriado por un intercambiador de calor externo [8].

Los biorreactores de tanque de agitado proporcionan altos valores de
transferencia de masa, tasas de transferencia de calor y un mezclado excelente [8].
Para los tanques de agitado existen diferentes tipos de propulsores, sus caracteristicas
varian con respecto al padrén de flujo, la capacidad de suspension y la capacidad de
dispersion. Se distinguen dos principales tipos de propulsores, los de flujo axial y los
de flujo radial. El disefio de seis aspas igualmente espaciadas y montadas sobre un
disco es llamada turbina de Rushton, el didmetro de estas generalmente es de un
tercio del diametro que posee el reactor, mientras que los propulsores de aspas
inclinadas pueden llegar a tener un diametro mayor a la mitad del diametro que posee

el reactor [8].

—

| L

Y

Figura 3.1. Reactor tanque de agitado.
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3.2.2. Reactor de transporte aéreo (AIRLIFT)

Los reactores de transporte aéreo son de disefio simple, bajo costo de
operacion, mantenimiento y construccion (Figura 3.2). Se utilizan en procesos
fermentativos en donde los microrganismos a cultivar son sensibles al dafio mecanico
provocado por las fuerzas de cizalla [9]. Para el disefio de un reactor de transporte
aéreo se consideran las relaciones geométricas entre la altura del tubo concéntrico, la
altura de operacion del liquido, el diametro del tubo concéntrico, el diametro del reactor
y su efecto sobre la hidrodindmica [10]. Un reactor de transporte aéreo consta de las
siguientes zonas: zona de ascenso de fluido (tubo interno), zona de descenso,
desgasificacion y zona inferior de base plana o conica. Entre los accesorios que son
ensamblados al biorreactor se tiene un difusor por donde se generan las burbujas de
aire, un tubo interno conocido como riser, puertos de toma de muestra y acoplamientos

de electrodos (pH, oxigeno disuelto) [9].

v
—————Limite supenor de 1a zona de descenso
1"
\\Limile superior del tubo intemo
™.}
™~ Tubo intemo
Mde-_-\__. || T Zonade descenso
ascenso
Tubo intemo
e Limite infenior del tubo interno

Aspersor de gas

Figura 3.2. Reactor de transporte aéreo.
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El funcionamiento del reactor de transporte aéreo se basa en la formacion de
un sistema gas-liquido-solido y la circulacion del medio se realiza a través de un tubo
conceéntrico [9]. El propdsito de la configuracion 6ptima de estos sistemas es que las
células estén en contacto de manera eficiente con los nutrientes del medio y del

oxigeno [9].

Finalmente, la clasificacion de los reactores de transporte aéreo es de acuerdo
con la configuracién de las zonas de ascenso, de descenso, la presencia de tubos
internos u otro tipo de dispositivos que permiten el direccionamiento y el movimiento
del medio de cultivo para optimizar el tiempo de homogenizacién y la transferencia de
oxigeno. Por lo tanto, tendremos como principal ejemplo: a los reactores de transporte
aéreo de bucle interno (Figura 3.3) y a los reactores de transporte aéreo de bucle

externo (Figura 3.4) [9].

Salida de aire Salida de aire
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Entrada de aire Entrada de aire
Figura 3.3. Bucle interno. Figura 3.4. Bucle externo.
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CAPITULO IV

TRANSFERENCIA DE CALOR

El crecimiento de microorganismos en un reactor depende directamente de
diversos parametros involucrados en el proceso fermentativo, por ejemplo, la
temperatura de fermentacion, el pH del medio de cultivo y el tipo de agitacion
empleada. La literatura y las investigaciones realizadas hasta el momento muestran
gue se han utilizado diversas técnicas de control convencionales y avanzadas para los

pardmetros ya mencionados [11].

4.1. Generalidades de la transferencia de calor

La termodindmica trata de la cantidad de transferencia de calor a medida que
un sistema pasa por un proceso de un estado de equilibrio a otro y no hace referencia
a cuanto durara ese proceso. Pero en la ingenieria a menudo estamos interesados en
la rapidez o razon de esa transferencia, la cual constituye el tema de la ciencia de la
transferencia de calor [12]. La transferencia de energia siempre se produce del medio
qgue tiene la temperatura mas elevada hacia el de temperatura mas baja y esa
transferencia se detiene cuando ambos alcanzan la misma temperatura [12]. Un
analisis termodinamico sencillamente nos dice cuanto calor debe transferirse para que
se realice un cambio de estado especifico con el fin de satisfacer el principio de
conservacion de la energia [12]. Es comun encontrar la transferencia de calor en los
sistemas de ingenieria, aparatos electrodomésticos y en el disefio de espacios que

requieren un aislamiento [12].
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Los equipos de transferencia de calor, como los intercambiadores de calor, las
calderas, los condensadores, los radiadores, los calentadores, los hornos, los
refrigeradores y los colectores solares, estan disefiados tomando en cuenta el analisis
de la transferencia de calor. Los problemas que se encuentran en la practica se pueden
considerar en dos grupos: Los de capacidad nominal y los de dimensionamiento. Los
problemas de capacidad nominal tratan de la determinacién de la razén de la
transferencia de calor para un sistema existente a una diferencia especifica de
temperatura. Los problemas de dimensionamiento tratan con la determinacion del
tamafio de un sistema con el fin de transferir calor a una razén determinada para una
diferencia especifica de temperatura [12]. Los estudios de transferencia de calor en un
aparato se pueden realizar de dos formas, experimentalmente, mediante pruebas y

mediciones, o analiticamente, mediante el andlisis y elaboracién de calculos [12].
4.2. Transferencia de energia

La energia se puede transferir hacia una masa dada, o desde esta, por dos
mecanismos: calor (Q) y trabajo (W). Una interaccion energética es transferencia de
calor si su fuerza impulsora es una diferencia de temperatura. De lo contrario, es
trabajo [12]. La cantidad de calor transferido durante el proceso se denota por Q, la
cantidad de calor transferido por unidad de tiempo se llama raz6n de transferencia de
calor y se denota por Q, el punto arriba representa la derivada respecto al tiempo, la
velocidad de transferencia de calor, Q, tiene la unidad J/s, lo cual es equivalente a W
[12].

Cuando se cuenta con la razon de transferencia de calor, Q, entonces se puede
determinar la cantidad total de transferencia de calor Q durante un intervalo de tiempo

At a partir de:

Q. Qdt (D (1)
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siempre que se conozca la variacion de Q con el tiempo. Para el caso especial de Q =

constante, la ecuacion anterior se reduce a:

Q=Qat (I (2)

La razon de transferencia del calor por unidad de area perpendicular a la direccion de
esa transferencia se llama flujo de calor y el flujo promedio de calor se expresa como:
=3 (@)

en donde A es el area de transferencia de calor. En unidades inglesas, la unidad de
flujo de calor es: Btu/h-ft2 [12].

4.3. Principio de conservacion de la energia

El principio de conservacion de la energia expresa que, en el curso de un
proceso, la energia no se crea, no destruye; sblo se puede transformar [12]. Este
principio también es conocido como balance de energia, para cualquier sistema que
pasa por cualquier proceso se puede expresar de la siguiente forma: El cambio neto
(aumento o disminucidn) en la energia total de un sistema en el curso de un proceso
es igual a la diferencia entre la energia total que entra y la energia total que sale en el

desarrollo de ese proceso [12].

QUE ENTRAENEL QUE SALE DEL ENERGIATOTAL

( ENERGIATOTAL ) (ENERGiA TOTAL> ( CAMBIO EN LA >
- = *)
SISTEMA SISTEMA DEL SISTEMA
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Dado que la energia se puede transferir hacia un sistema, o hacia afuera de
este, por medio de calor, trabajo y flujo de masa, y que la energia total de un sistema
simple compresible consta de las energias interna, cinética y potencial, el balance de

energia para cualquier sistema que pasa por cualquier proceso se puede expresar

como [12]:
(Eent— Esal) _ AEsistema (]) (5)
TRANSFERENCIANETADE = (CAMBIO EN LAS ENERGIAS
ENERGIA POR CALOR,TRABAJO INTERNA,CINETICA,

Y MASA PTENCIAL,ETC.

o bien, en la forma de razones, como:

(Eent_ Esal) dEsistema/dt
VELOCIDAD DE LATRANSFERENCIA — VELOCIDAD DEL CAMBIO EN LAS (W) (6)
NETA DEENERGIA POR CALOR, ENERGIAS INTERNA,CINETICA,
TRABAJOY MASA POTENCIAL,ETC.

La energia es una propiedad y el valor de una propiedad no cambia a menos
que cambie el estado del sistema. Por lo tanto, el cambio en la energia de un sistema
es cero (AEsisema = 0) si el estado de ese sistema no cambia durante el proceso,
entonces el proceso es estacionario. En este caso, el balance de energia se reduce a
[12]:

Eent — Esal (7)
RAZON DE TRANSFERENCIA RAZON DE TRANSFERENCIA NETA
NETA DEENERGIA POR CALOR, DE ENERGfA, HACIA AFUERA,
TRABAJOY MASA POR CALOR,TRABAJOY MASA
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En ausencia de efectos significativos eléctricos, magnéticos, de movimiento,
gravitatorios y de tension superficial (es decir, para sistemas compresibles
estacionarios), el cambio en la energia total de un sistema durante un proceso es
sencillamente el cambio en su energia interna; es decir, AEsistema = AUsistema [12]. En €l
andlisis de la transferencia de calor, es usual tener interés Unicamente en las formas
de energia que se pueden transferir como resultado de una diferencia de temperatura;
es decir, el calor o energia térmica. En esos casos resulta conveniente escribir un
balance de calor y tratar la conversion de las energias nuclear, quimica, mecanica y
eléctrica hacia energia térmica como generacion de calor. En ese caso, el balance de

energia se puede expresar como [12]:

Qent - Qsal + Egen _ AEtérmi(:a,sistema (]) (8)
TRANSFERENCIANETA = GENERACION CAMBIO EN LA ENERGIA
DE CALOR DE CALOR TERMICA DEL SISTEMA

4.5. Mecanismos de transferencia de calor

El calor se puede transferir en tres modos diferentes: conduccién, conveccion y
radiacion. Todos los modos de transferencia de calor requieren la existencia de una
diferencia de temperatura y todos ellos ocurren del medio que posee la temperatura

mas elevada hacia uno de temperatura mas baja [12].

4.5.1. Conduccion

La conduccion es la transferencia de energia de las particulas mas energéticas
de una sustancia hacia las adyacentes menos energéticas, como resultado de
interacciones entre esas particulas. La conduccion puede tener lugar en los soélidos,
liquidos o gases. En los gases y liquidos la conduccién se debe a lisiones y a la difusiéon
de las moléculas durante su movimiento aleatorio [12]. En los sélidos se debe a la

combinacion de las vibraciones de las moléculas en una reticula y al transporte de
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energia por parte de los electrones libres [12]. La rapidez o razon de la conduccion de
calor a través de un medio depende de la configuracion geométrica de éste, su espesor
y el material de que esté hecho, asi como de la diferencia de temperatura a través de
él [12].

La razon de la conduccién de calor a través de una capa plana es proporcional
a la diferencia de temperatura a través de ésta y al area de transferencia de calor, pero

es inversamente proporcional al espesor de esa capa; es decir [12]:

. T1-T AT
Qcona = kA 1A_x2 = _kAA_x (W) (9)

en donde la constante de proporcionalidad k es la conductividad térmica del material,
gue es una medida de la capacidad de un material para conducir calor. En el caso

limite de Ax — 0, la ecuacién que acaba de darse se reduce a la forma diferencial [12]:

Qcond = —kA—— (W) (10)

en donde dT/dx es el gradiente de temperatura, el cual es la pendiente de la curva de
temperatura en un diagrama T-x (la razon de cambio de T con respecto a Xx), en la
ubicacion x. La relacion antes dada indica que la razén de conduccion del calor en una
direccion es proporcional al gradiente de temperatura en esa direccion. El calor es
conducido en la direccién de la temperatura decreciente y el gradiente de temperatura
se vuelve negativo cuando esta ultima decrece al crecer x. El signo negativo en la
ecuacion garantiza que la transferencia de calor en la direccion x positiva sea una
cantidad positiva. EI area A de transferencia de calor siempre es normal (o

perpendicular) a la direccién de esa transferencia [12].
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4.5.2. Conveccion

La conveccion es el modo de transferencia de energia entre una superficie
sélida y el liquido o gas adyacentes que estan en movimiento y comprende los efectos
combinados de la conduccion y el movimiento de fluidos [12]. Entre mas rapido es el
movimiento de un fluido, mayor es la transferencia de calor por conveccion. En
ausencia de cualquier movimiento masivo de fluido, la transferencia de calor entre una
superficie solida y el fluido adyacente es por conduccion pura [12]. Existen dos formas
en que puede llevarse a cabo la transferencia de calor por conveccion, la conveccion
forzada, que se presenta cuando el fluido es forzado a fluir sobre la superficie mediante
medios externos como un ventilador, una bomba o el viento y la conveccion natural,
gue se presenta cuando el movimiento del fluido es causado por las fuerzas de empuje
qgue son inducidas por las diferencias de densidad debidas a la variacién de la

temperatura en ese fluido (Figura 4.1) [12].

Conveccion Conveccion
forzada natural
Aire
Aire 4 .
s Huevo N & / Huevo \ ‘
— —— A
: caliente : L/ caliente \‘f

Figura 4.1. Tipos de conveccion.

A pesar de la complejidad de la conveccion, se observa que la rapidez de la
transferencia de calor por conveccion es proporcional a la diferencia de temperatura y

se expresa en forma conveniente por la ley de Newton del enfriamiento como:
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Qconv = hAs(Ts - Too) (W) (11)

en donde h es el coeficiente de transferencia de calor por conveccién, en W/m2-°C o
Btu/h-ft2 -°F, As es el area superficial a través de la cual tiene lugar la transferencia de
calor por conveccion, Ts es la temperatura de la superficie y T~ es la temperatura del

fluido suficientemente alejado de esta superficie [12].

El coeficiente de transferencia de calor por conveccién h no es una propiedad
del fluido. Es un parametro que se determina en forma experimental (ensayos y
mediciones) y en forma analitica (hamero de Grashof (Gr), nimero de Reynolds (Re),
namero de Prandtl (Pr), Niumero de Rayleigh (Ra) y numero de Nusselt (Nu)), cuyo
valor depende de todas las variables que influyen sobre la conveccion, como la
configuracion geométrica de la superficie, la naturaleza del movimiento del fluido, las

propiedades de éste y la velocidad masiva del mismo [12].
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CAPITULO V

ADITIVOS ALIMENTARIOS

5.1. Descripcion general de los aditivos alimentarios

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el concepto de aditivo se
refiere a cualquier sustancia que, independientemente de su valor nutricional, se afiade
intencionadamente a un alimento con fines tecnolégicos y en cantidades controladas
[14]. Se cree que la incorporacién de los aditivos a los alimentos fue de manera
accidental, la exposicion de la carne al humo que provenia del fuego durante periodo
paleolitico sentd uno de los primeros antecedentes de la conservacion de alimentos
[15].

A través de los afios se ha diversificado la obtencion y el empleo de una gran
variedad de aditivos, los cuales buscan satisfacer necesidades especificas de la
industria alimentaria [14]. A pesar de la resistencia actual generada por corrientes o
movimientos de personas que se sustentan en la desinformacion sobre la industria
alimentaria, el uso de los aditivos es fundamental para preservar la inocuidad de los
alimentos elaborados, para mantenerlos en buenas condiciones durante su transporte

y para asegurar su disponibilidad en el mercado.

Las fuentes de obtencién de los aditivos alimentarios son: plantas, animales,
minerales, microorganismos y la produccion sintética [14]. El uso de los aditivos
alimentarios obliga a establecer mecanismos de control que regulen su correcta
utilizacién y que verifiquen sus resultados, de tal manera que estas sustancias no

representen un peligro para el consumidor [15].
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Los distintos tipos de aditivos alimentarios tienen lugar en alguna de las
siguientes categorias: colorantes, conservantes, antioxidantes, reguladores del pH,
agentes que actlan sobre la textura (espesantes y gelificantes), correctores de la
acidez, sustancias minerales, potenciadores del sabor, enzimas, almidones

modificados, agentes de recubrimiento, gases de envasado y edulcorantes [15].

5.2. Antioxidantes

Se entiende como antioxidante a aquella sustancia 0 mezcla de sustancias
destinada a retardar o impedir la oxidacién y enranciamiento de los productos [16]. En
la industria alimentaria los antioxidantes se utilizan con dos propdésitos principales,
prevenir la oxidacién de grasas y evitar el pardeamiento y/o deterioro del color en los
alimentos (Cuadro 5.1). Los antioxidantes retrasan la alteracion oxidativa del alimento,

lo que quiere decir que no la evitara de forma definitiva. [15]

5.2.1. Tipos de antioxidantes

Cuadro 5.1 Antioxidantes utilizados en la industria alimentaria

Nombre Aplicacion

La adicién de acido ascérbico como
Acido L-asc6rbico antioxidante no permite hacer un uso
publicitario del enriquecimiento en
vitamina C del alimento.

Se utiliza para proteger las grasas

Butil-hidroxi-anisol (BHA) utilizadas en reposteria, fabricacion
de galletas, sopas deshidratadas, etc.
Butil-hidroxi-tolueno Se utiliza siempre mezclado con el
(BHT) BHA.
Confituras y mermeladas
Acido lactico Pan y pastas.

Legumbres y hortalizas en conserva.
Derivados céarnicos (salchichas,
Acido citrico salazones, fiambres),

Confituras y mermeladas.

Zumos y néctares.

Conservas vegetales, mermeladas,
Acido tartarico salmueras, salsas, sopas
deshidratadas.

Fuente: Ibafiez, Torre y Irigoyen (2003), ADITIVOS ALIMENTARIOS.
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5.3 Potenciadores de sabor

Los potenciadores de sabor se definen como aquellas sustancias que, en
ciertas concentraciones en los alimentos no aportan un sabor propio, sino que
refuerzan el de los otros compuestos presentes [15]. La percepcion de las notas
importantes se acentla y prolonga, aumentando la palatabilidad de los alimentos.
Entre los mas conocidos estan el glutamato monosédico, guanilato sodico, inosinato
sodico, las proteinas vegetal y animal hidrolizadas, y los hidrolizados de levadura, el

maltol y el etil maltol [16].

El uso de los potenciadores de sabor es amplio en la industria alimentaria
(Cuadro 5.2), sin embargo, su uso es elevada importancia para el caso de sopas y

salsas deshidratadas [15].

5.3.1. Tipos de potenciadores de sabor

Cuadro 5.2 Potenciadores de sabor utilizados en la industria alimentaria

Nombre Aplicacion
A bajas concentraciones,
Acido potencia los sabores y a dosis
L-glutamico altas, confiere un sabor que

recuerda a la carne.
Derivados carnicos (fiambres,
Acido guanilico patés, etc.)

Sopas y caldos deshidratados
Reposteria (postres, bollos,
Maltol galletas, etc.) y confiteria
(caramelos, chicles, etc.).

Fuente: Ibafiez, Torre y Irigoyen (2003), ADITIVOS ALIMENTARIOS.
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CAPITULO VI

Hongos filamentosos

6.1 Generalidades de los hongos filamentosos

Los hongos filamentosos son un grupo de organismos eucariotas con la
capacidad de crecer en diversos ambientes, como desechos biolégicos, el suelo y la
biomasa de plantas y algas [17]. Son productores de una gran cantidad de metabolitos
secundarios con diversas actividades bioldgicas, dentro de estos compuestos se
encuentran la penicilina, la ciclosporina o la lovastatina [18]. Asi mismo, los hongos
filamentosos secretan una amplia gama de enzimas, las cuales estan involucradas en
la descomposicion y el reciclaje de biopolimeros complejos de tejidos vegetales y

animales [19].

De manera general, la fisiologia de los hongos filamentosos consiste en una
pared celular rigida funcional. Aunque las funciones generales que se le atribuyen a
esta son muy similares a las descritas para la pared celular de otros organismos, como,
bacterias y algas, estas pueden diferir en cuanto a su composicion. Lo mismo sucede
entre especies de hongos filamentosos, la composicion de la pared celular puede
diferir con respecto a la presencia y cantidad de una serie de polisacéaridos, incluidos

guitosano, quitina, glucanos y mananos [20].

Para la produccion de metabolitos secundarios con hongos filamentosos en
reactores, especificamente en fermentaciones medio liquido, la morfologia de estos es
determinante, ya que pueden crecer en forma dispersa o en forma de pellets. La
morfologia de los pellets, el control de procesos y la productividad estan

estrechamente relacionados, debido a que el control de procesos en un reactor suele
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demandar pellets compactos y pequefios debido a cuestiones reoldgicas. Por otra
parte, la productividad éptima podria estar asociada con una morfologia menos densa
y mas grande [21].

Como se menciond en capitulos anteriores, el control de los factores que
intervienen en un proceso fermentativo (pH, temperatura, agitacion, etc.) es
determinante para asegurar el desarrollo 6ptimo de organismos complejos y sensibles

como lo son los hongos filamentosos.

6.2 Importancia biotecnoldgica de los hongos filamentosos

La investigacion desarrollada desde hace mas de un siglo entorno a los hongos,
nos ha permitido conocer la capacidad que estos organismos poseen para producir y
secretar diferentes tipos de enzimas en grandes cantidades [19]. En la actualidad el
interés dentro de los bioprocesos para el estudio de los hongos filamentosos reside en
tres puntos especificos. El primero de ellos, es la complejidad y la relativa escasez de
comprension de la fisiologia de los hongos filamentosos, lo cual obstaculiza el rapido
desarrollo de estos organismos como fabricas altamente eficientes para poder producir
proteinas heterélogas [22]. El segundo punto, se refiere al desarrollo de nuevos
métodos para explotar el reservorio silencioso de metabolitos secundarios, lo anterior
se sustenta en el hallazgo sobre las secuencias del genoma de hongos filamentosos,
mismas que revelaron que el potencial codificado para producir metabolitos
secundarios es mucho mayor que el nimero real de compuestos producidos durante
el cultivo en el laboratorio [18]. El tercer punto y ultimo de interés dentro de la
investigacién sobre los hongos filamentosos, es el papel que estos desempefian
actualmente en la industria, donde las enzimas fungicas constituyen mas de la mitad
de las enzimas utilizadas en aplicaciones industriales y especies de hongos como
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, y Trichoderma reesei se han vuelto

indispensables para la obtencién de estas enzimas [17].
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6.2.1. Cinética microbiana de hongos filamentosos

El uso de organismos como bacterias, hongos, algas y de células, tanto
animales como vegetales para la obtencion de productos quimicos, es una actividad
gue crece anualmente de manera considerable [23]. En estos procesos fermentativos
es muy importante estudiar el comportamiento cinético de los microorganismos, ya que
de este depende el rendimiento del producto de interés, aspecto que puede determinar
la rentabilidad del proceso en cuestion [24].

Las transformaciones dentro de un microorganismo en un proceso fermentativo
son complejas, involucran una amplia red de reacciones enzimaticas y metabolicas de
varios tipos. Esta red de reacciones es complicada de describir, por un lado, se cuenta
con el apoyo de los métodos matematicos para la resolucién del problema del calculo
de parametros, sin embargo, con el actual desarrollo y facilidad del calculo numérico,
la principal dificultad sigue siendo la medida de un elevado numero de especies
quimicas, cuyo analisis permitira conocer la evolucion de las concentraciones que
podran ser descritas a través de un modelo cinético de mayor o menor grado de
dificultad [25].

La cinética microbiana se puede definir como el proceso mediante el cual se
busca entender todas las manifestaciones y reacciones de la vida microbiana:
crecimiento, supervivencia, muerte, adaptaciones, formacion de producto, ciclos
celulares y las interacciones con el medio ambiente [24]. Los principios de la cinética
microbiana se establecieron entre los afios cuarenta y sesenta, por Jacques Monod
gue junto a Francois Jacob y André Lwoff enfocaron su investigacion en el crecimiento
de bacterias como un método para el estudio de la fisiologia y la bioquimica bacteriana,
en donde se considero exclusivamente a las fases del crecimiento positivas, ya que el
estudio de la fase de muerte, que hasta ese tiempo implicaba muchos problemas de

entendimiento, no fue considerado [25].

De manera general, se puede describir dos tipos principales de modelos
matematicos del crecimiento microbiano: Los primeros son los modelos estructurados,

en los que se consideran los aspectos basicos de la célula, despreciando o agrupando
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los demas componentes en grupos generalizados, como lipidos, proteinas, etc. Los
segundos son los modelos no estructurados, que, para la mayoria de los casos de
fermentaciones, este tipo de modelos puede describir adecuadamente el desarrollo del
proceso, considerando que los microorganismos y/o células poseen una composicion
fija y simple. En este tipo de modelos desprecia los cambios en el medio de cultivo
producto de la concentracion de biomasa [26].

6.2.2. Sintesis de acido kojico por hongos filamentosos

En los procesos de fermentacion, el microorganismo empleado tiene una serie
de requerimientos nutricionales para su crecimiento 6ptimo. El tipo de medio de cultivo
a emplear serd en funcién del microorganismo elegido [23]. Son tres los aspectos
fundamentales para favorecer el crecimiento microbiano: El primer aspecto son los
macronutrientes, compuestos que son agregados en cantidades de gramos o litros que
estan representados por las fuentes de C, N, S, P, Ky Mg. El segundo aspecto son los
micronutrientes o elementos traza representados por sales de Fe, Mn, Mo, Ca, Zny
Co, se agregan en cantidades de miligramos por litro. Finalmente, el tercer aspecto
son los factores de crecimiento, estan constituidos generalmente por componentes
organicos suministrados en baja concentracibn y que no son sintetizados ni
metabolizados por las células, sino incorporados a estructuras celulares y de funcién
metabdlica especifica, como vitaminas, algunos aminoéacidos, acidos grasos no

saturados, etc. [24].

Ademas de los factores fundamentales para favorecer el crecimiento
microbiano, debe considerarse la economia de estos, por ello diversas investigaciones
se enfocan en la obtencion de nuevas fuentes de carbono que resulten rentables para

implementar en un proceso industrial [27].

Por otra parte, es importante considerar la ausencia o presencia de agitacion y
el tipo de agitacion en caso de estar presente. Se sabe que los reactores de columnas
de burbujas tienen un de bajo entorno de cizallamiento en comparacién con los
tanques agitados, lo que ha permitido el cultivo exitoso de células filamentosas, las

cuales tienden a formar pellets [13].
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En cuanto a la sintesis de acido kéjico por hongos filamentosos, se han realizado
diversos estudios empleando diferentes especies de Aspergillus, siendo oryzae y
flavus las de mayor enfoque debido a los altos rendimientos que presentan. Para la
produccion de acido kojico a nivel de laboratorio se han reportado el uso de matraces
Erlenmeyer con agitacion orbital (150 RPM), agitacién que permite un entorno de bajo
cizallamiento [27], [28], [29]. En cuanto a la composicion del medio de cultivo para la
produccion de acido kéjico, se ha reportado el uso de medios complejos, con fuentes
de carbono como glucosa, maltosa, celulosa y residuos agroindustriales (cascara de
cereales y frutas). En tanto a los componentes minerales del medio, se ha reportado
el uso de MgSOs4, K2HPO4, (NH4)2SO4, ademas de extracto de levadura, todos ellos en
cantidades que van entre los 0.5 g/L y 2 g/L [27], [28], [29].

6.2.3. Aspergillus niger

Aspergillus es un hongo que se distribuye ubicuamente, en el aire, el suelo, el
agua y la materia organica. Existen méas de 340 especies diferentes pertenecientes al

género aspergillus, entre ellas, Asperguillus niger (Figura 6.1) [30].

Figura 6.1. Aspergillus niger.

Es un hongo filamentoso saprobio que posee un alto potencial para la

degradacion de la biomasa vegetal. Su fuente de carbono son aziicares monomeéricos,
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los cuales obtiene de polisacaridos naturales [31]. Es considerado un microorganismo
seguro de acuerdo con la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA), posee
una larga historia de uso en la industria de las fermentaciones, tanto en la produccion

de enzimas, como para la produccion de acido citrico [19].

En cuanto al sustrato se refiere, Aspergillus niger a través de la fermentacion en
estado sdlido, podria utilizar residuos agroindustriales de bajo costo, para reducir
costes de produccién y contribuir en la resolucion de algunos problemas ambientales
[32]. Por otra parte, a través de la fermentacion de medio liquido de almidon,
Aspergillus niger produce acido citrico, considerado uno de los acidos organicos mas

importantes producidos comercialmente [33].

La condicion de Aspergillus niger como un microorganismo seguro y la
capacidad de este para desarrollarse en sustratos liquidos y solidos, lo vuelven un
objeto de interés dentro de la investigacion cientifica, ya que puede ser abordado
desde la obtencion de metabolitos, como el &cido kéjico, hasta la optimizacion y mejora

de procesos fermentativos ya establecidos.
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MATERIALES Y METODOS

Etapas del proyecto

1
[ CONSTRUCCION ] l [ CARACTERIZACION ] | TRANSFERENCIA

DE REACTORES DE REACTORES DE CALOR

o !

ANALISIS | CINETICAS
ESTADISTICO FERMANTATIVAS

Primera etapa

La primera etapa consistio en la construccién de cuatro reactores, los dos
primeros reactores con capacidad de 1.4 L, hechos de polietileno de alta densidad
(PEAD), sin entrada de luz (Figura 7.1), uno con agitacion de burbujas y el otro sin
agitacion. Los siguientes dos biorreactores poseen una capacidad de 1.9 L, hechos de
tereftalato de polietileno (PET), con entrada de luz natural (Figura 7.2), uno con

agitacion de burbujas, otro sin agitacion.

(I [ ]

Figura 7.1. Reactor tanque estatico sin luz. Figura 7.2. Reactor de transporte aéreo con luz.
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Segunda etapa

La segunda etapa consistid en la caracterizacion de los reactores construidos,
recabando informacion geométrica (volumen, altura y diametro) (Figura 7.3) e
informacion de propiedades de los materiales empleados (espesor, conductividad,

densidad y temperatura de reblandecimiento) (Figura 7.4).

I}

Figura 7.3. Reactor de transporte aéreo sin luz. Figura 7.4. Reactor tanque estatico con luz.

Tercera etapa

La tercera etapa consistié en realizar calculos matematicos de transferencia de

calor de los cuatro reactores construidos.

Cuarta etapa

La cuarta etapa consistio en establecer dos cinéticas fermentativas para cada
uno de los reactores (Figura 7.5 y 7.6), cada cinética fermentativa tuvo una duracion
de seis dias, con toma de muestra cada 24 h. A las muestras se les evaluo la presencia

de acido kojico, biomasa y azucares reductores.
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Figura 7.5. Cinética fermentativa con luz.

Produccion de acido kojico

Figura 7.6. Cinética fermentativa sin luz.

Material

Equipo

Reactivo

4 reactores

1 termometro digital marca
RISEPRO, modelo HT-9815-cr

Agar PDA (MCD LAB, México)

8 porta globos

2 parrillas eléctricas marca
Thermo Scientific, modelo
SP131635

Etanol 72% (DIAFRA, México)

8 cajas de Petri

1 bomba de pecera marca
Pawfly, modelo MA-60

Etanol 96% (DIAFRA, México)

1 probeta de 1L

1 micropipeta de 1000 pl

Dextrosa anhidra (Jalmek,
México)

1 probeta de 50 ml

1 micropipeta de 100 pl

Extracto de levadura (MCD
LAB, México)

1 vaso de precipitado de 250
ml

1 incubadora de laboratorio
marca RIOSSA, modelo E-33

KH2PO4 (FAGALAB, México)

1 vaso de precipitado de 50 ml

1 balanza analitica marca
Velab, modelo VE-303

MgS04.7H20 (WOHLER,
México)

1 charola de aluminio

1 autoclave ALL AMERICAN,
24 L

Agua destilada

2 mecheros de alcohol

1 campana de flujo laminar

Polisorbato 80 (HYCEL,
México)

1 manguera de 2.5 mm de
diametro

1 manguera de 0.5 mm de
diametro

4 jeringas de 5 ml

3 matraces Erlenmeyer de 500
ml

1 matraz Erlenmeyer de 250 ml

1 rollo de pelicula plastica

2 espéatulas de aluminio

1 encendedor
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1 tina de pléastico de 15 L

1 asa de vidrio

1 asa de nicromo

100 puntillas de plastico

48 tubos de prueba de 15 ml

Guantes de nitrilo

Toallas de papel

Jabon liquido

1. Se propagd la cepa de Aspergillus niger M4 en agar papa dextrosa (MCD LAB,
México) y se incubo a 30°C durante siete dias (incubadora RIOSSA, E-33).

2. Se cosecharon las esporas con 20 ml de solucion de polisorbato 80 1% (v/v)
(HYCEL, México).

3. Se preparo el medio para la fermentacion con las siguientes proporciones: 100
g/L de dextrosa (Jalmek, México), 2.5 g/L de extracto de levadura (MCD LAB,
México), 1.5 g/L KH2POs (FAGALAB, Meéxico) y 0.5 g/L MgSO4.7H20
(WHOLER, México).

4. Se esterilizd el medio de fermentacion en la autoclave (ALL AMERICAN) a
121°C, durante 15 min.

5. Se lavaron los reactores y sus complementos, posteriormente se desinfectaron
con etanol 72% (v/v) (DIAFRA, México) y se colocaron durante 30 min bajo luz
uVv.

6. Serealizo el vaciado del medio de fermentacion en los reactores y se inocularon
con 1 ml de la solucion del lavado de esporas por cada 100 ml de medio. (Bajo
condiciones de asepsia).

7. Se ensamblaron los reactores con los complementos y se llevaron a incubar a
30°C (incubadora RIOSSA, E-33).

8. Se monitoreod la fermentacion durante seis dias y se tomaron muestras cada 24
h para medir la acumulacién de acido kéjico, la generacion de biomasa vy el

consumo de azucares.

39



Figura 7.7. Lavado de esporas. Figura 7.8. Inoculacion de esporas.

Figura 7.11. Muestreo. Figura 7.12. Monitoreo de temperatura.
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Determinacion de acido kojico

Material

Equipo

Reactivo

13 tubos de ensayo

1 micropipeta de 1000 pl

Agua destilada

1 gradilla

1 micropipeta de 100 pl

Solucién de fierro: Cloruro
Férrico 1% (FeCls.6H20) en
una soluciéon de HCI 0.1 N.

1 celda de cuarzo

1 espectrofotometro marca
Velab, modelo VE-5600UV

Acido kojico

2 jeringas

48 filtros de nylon de 0.45 pym

2 vasos de precipitado de 250
ml

1 piseta

1 guantes de nitrilo

Pafuelos de algodén

El &cido kojico forma un compuesto quelado con iones férricos y posteriormente,

genera un color rojo, el cual es determinado a una longitud de onda de 495-545 nm.

1. Se realiz6 una curva patron con acido kéjico como standard (0.05 g en 50 ml) y

posteriormente se diluyé en proporcion 1:10 en agua destilada (10-250 pg/ml

rango de curva).

2. Para el blanco, se colocé en un tubo 2 ml de medio de cultivo sin inocular y 4

ml de la solucién de fierro 1%.

3. Para la muestra, se colocé en un tubo 2 ml de medio de fermentado y 4 ml de

la solucion de fierro 1%, lo anterior se diluyé con 10 ml de agua destilada.

4. Se leyo la absorbancia a 505 o 540 nm, ajustando el espectrofotometro (Velab,
VE-5600UV) a cero con el blanco.

Se pueden realizar ajustes de volumen de muestra y reactivos en

proporciones equivalentes, para ahorrar volumen.
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Determinacion azlUcares reductores por el método de DNS

Material

Equipo

Reactivo

13 tubos de ensayo

1 micropipeta de 1000 pl

Agua destilada

1 gradilla

1 micropipeta de 100 pl

Hielo

1 celda de cuarzo

1 espectrofotometro Velab,
modelo VE-5600UV

Reactivo DNS (Sigma-Aldrich,
Estados Unidos)

2 jeringas

1 bafio Maria marca Wise Bath,
modelo WB-11

48 filtros de nylon de 0.45 pym

2 vasos de precipitado de 250

ml

1 pipeta de 10 ml

1 perilla de succién

1 piseta

Tina de plasticode 5 L

1 rollo de papel aluminio

1 guantes de nitrilo

Pafuelos de algodén

La técnica se enfoca en la reaccion del DNS, el cual es reducido del acido 3,5-

dinitrosalicilico (DNS; de color amarillo) a acido 3-amino-5-nitro-salicilico (ANS; de

color rojo ladrillo). Este proceso de reduccion se realiza debido a que las moléculas de

azucar actian como agentes reductores, siempre que contengan un grupo aldehido y

existan en una estructura de cadena abierta. Durante este proceso, el grupo aldehido

de los azlcares se oxida a los respectivos acidos carboxilicos generando una

coloracion intensa y estable a una longitud de onda de 540-570 nm.

1.

La curva de calibracién se realizO con una solucion estandar de dextrosa
(Jalmek, México) al 0.1% en agua (rango de 0 a 1 mg/ml). Se disolvié 1 g de
dextrosa (Jalmek, México) en un litro de agua destilada.

Se adicionaron 1000 pl de muestra en un tubo de ensaye limpio.
Posteriormente se agregaron 1000 pl del reactivo DNS (Sigma-Aldrich, Estados
Unidos).

Se colocaron los tubos con la mezcla anterior a bafio maria de 90°C (Wise Bath,
WB-11) durante 5 min.

Se detuvo la reaccion mediante choque térmico con un bafio de agua con hielo,

dejando reposar los tubos con la mezcla durante 5 min.
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6. Dentro del bafio de hielo, adicionaron a cada tubo 5 ml de agua destilada y se
agitaron manualmente durante 3 s.

7. Los tubos se retiraron del bafio helado y se dejaron reposar lejos de la luz
directa y a temperatura ambiente durante 5 min.

8. Se leyo la absorbancia a 540 nm en espectrofotometro (Velab, VE-5600UV).

Cuantificacion de biomasa por espectrofotometria

Material Equipo Reactivo
1 celda de cuarzo 1 espectrofotdbmetro marca Agua destilada
Velab, modelo VE-5600UV
2 vasos de precipitado de 250 1 mezclador de vortice marca
ml BIOBASE, modelo MIX-S
1 piseta
1 guantes de nitrilo
Pafuelos de algodén

De las muchas variables que se siguen de forma rutinaria durante el curso de
una fermentacién, la concentracién de la masa celular es quizds la mas bésica y, a
menudo, una de las mas esenciales. Incluso cuando la biomasa en si no es el producto
deseado, el rendimiento general del proceso depende de la biomasa. Muchos
parametros derivados (por ejemplo, tasa de absorcion de oxigeno especifica,
coeficientes de rendimiento) requieren un conocimiento de la concentracién de
biomasa. Hay varias técnicas disponibles para medir la concentracion de masa celular.
En medios libres de sélidos no microbianos, las mediciones espectrofotométricas de
turbidez son muy populares; sin embargo, este método rapido y simple, como se
practica convencionalmente, no es adecuado para hongos miceliales y bacterias
filamentosas. Aqui revisamos brevemente las técnicas disponibles para las mediciones
de biomasa micelial y filamentosa, y evaluamos un procedimiento alternativo, simple y
rapido, basado en la medicion espectrofotométrica de la densidad éptica del caldo de

fermentacion pretratado.
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1. Se homogeniz6 durante 6 min en el mezclador de vortice (BIOBASE, MIX-S) el
caldo fermentado que contiene la biomasa.

2. Se leyo el caldo homogenizado a 450 nm en espectrofotometro (Velab, VE-
5600UV).

3. Se utilizé el medio de cultivo estéril y sin inocular como blanco.
Para la cuantificacién, se restaron las absorbancias en tiempo “t” contra el
blanco, segun la ecuacion: ABS = ABSt — ABSb
Donde:
ABS es la absorbancia final.
ABSt es la absorbancia a cada tiempo medido.
ABSDb es la absorbancia del blanco (medio sin inocular).

5. Los valores se reportaron como valores de absorbancia.
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Figura 7.13. Muestras filtradas. Figura 7.14. Determinacion de acido kdjico.
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Figura 7.15. Determinacion de azucares reductores. Figura 7.16. Preservacion de muestras.

Quinta etapa

La quinta etapa consistio en el analisis estadistico de los datos experimentales
y a partir de ellos se gener6 una propuesta sobre las mejores condiciones de operacion

y produccion del 4cido kojico con Aspergillus niger en los biorreactores disefiados.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de biorreactores

Los procesos de fermentacibn se consideran sistemas biolégicamente
complejos, debido a la cantidad de parametros (temperatura, pH, tipo de agitacion, y
difusion de oxigeno) que requieren ser controlados durante la realizacién de estos [7],
[11].

El éxito en el control de los parametros de un proceso fermentativo esta
estrechamente ligado al disefio y la correcta eleccion del biorreactor a emplear, dicha

eleccion sera siempre en funcion del microorganismo de interés [6].

El escalamiento de un biorreactor no es una tarea facil, ni rapida, es un proceso
progresivo de investigacion y calculo. Inicia a nivel de laboratorio, con matraces y
reactores con volumenes entre 1 L y 3 L. Posteriormente, el proceso de escalamiento
pasa a nivel de planta piloto, donde el éxito en este punto conducira al escalamiento a

nivel industrial.

Caracterizacion geométrica

La caracterizacibn geométrica de los cuatro reactores empleados para este
proyecto de investigacion se llevé a cabo una vez que estos fueron terminados de
construir. La caracterizacion consistio en la obtencién de los valores de volumen,
altura, didmetro y espesor, estos valores se muestran en los cuadros 8.1, 8.2, 8.3y
8.4.
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Cuadro 8.1 Caracterizacion geométrica reactor estéatico sin luz

Medida geométrica Valor
Volumen 14L
Altura de tanque 0.12m
Diametro de tanque 0.13m
Espesor de tanque 0.002 m

Cuadro 8.2 Caracterizacion geométrica reactor Airlift sin luz

Medida geométrica Valor
Volumen 1.4L
Altura de tanque 0.12m
Diametro de tanque 0.13m
Espesor de tanque 0.002 m
Altura de tubo interno 0.07m
Didmetro de tubo interno 0.04m
Espesor de tubo interno 0.001 m

Cuadro 8.3 Caracterizacién geométrica reactor estético con luz

Medida geométrica Valor
Volumen 19L
Altura de tanque 0.12m
Didmetro de tanque 0.14m
Espesor de tanque 0.002 m

Cuadro 8.4 Caracterizacién geométrica reactor Airlift con luz

Medida geométrica Valor
Volumen 19L
Altura de tanque 0.12m
Didmetro de tanque 0.14m
Espesor de tanque 0.002 m
Altura de tubo interno 0.07m
Didmetro de tubo interno 0.04 m
Espesor de tubo interno 0.001 m
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Partes de los biorreactores

En las figuras 8.1 y 8.2, se muestran las partes que conforman a los reactores con

agitacion (Airlift) y tanque estatico.

5 | Acoplamientos
Caida de burbujas

Tubo interno

Fuente de burbujas

Figura 8.1 Partes del reactor Airlift.

2  Acoplamientos

1 Tanque

Figura 8.2 Partes del reactor estatico.
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Transferencia de calor

El suministro de calor en proceso fermentativo es un punto critico para favorecer
el desarrollo microbiano [11]. En un sistema de biorreactores sera comun encontrar
una combinacion y por ende una sumatoria de los diferentes mecanismos de
transferencia de calor (conduccion, conveccién natural, conveccion forzada y
radiacion). Para llevar a cabo estudios de transferencia de calor en un sistema, se
pueden realizar de dos formas, experimentalmente, mediante pruebas y mediciones,
o analiticamente, mediante el analisis y elaboracion de calculos [12]. Una combinacion
de ambas metodologias resulta conveniente para comprobar que lo calculado

analiticamente se cumple en la practica.

En este proyecto se realizaron los calculos de transferencia de calor mediante
mediciones y determinaciones “en blanco”, es decir, empleando agua dentro de los

sistemas de biorreactores.

Para los biorreactores sin presencia de luz, con agitacién Airlift y estatico,
operando a 30°C, se establecié una combinacion de mecanismos de transferencia de
calor de la siguiente manera: convecciéon natural (aire como medio), conduccién (a
través de la pared del tanque) y conveccion natural (a través del agua contenida en el
tanque). En el cuadro 8.5, se muestra la formula utilizada y el calor total demandado

para en cada uno de los mecanismos de transferencia de calor.

Cuadro 8.5 Transferencia de calor en reactores sin luz

Mecanismo de transferencia Férmula Calor calculado
de calor
Conduccién . dT ) =18.3088 W
Qcona = —kA a (W) Qeona
Conveccion natural Qconv = hA(Ts — T,) (W) Qcooy = 1.1617 W
Conveccion forzada Qconv = hA(Ts — T,) (W) Qcony =1.2384 W
Calor total Qtotar = 20.7089 W
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Para los biorreactores con presencia de luz, con agitacion Airlift y estético,

operando a 30°C, se establecié una combinacion de mecanismos de transferencia de

calor de la siguiente manera: conveccion natural (agua como medio), conduccién (a

través de la pared del tanque) y conveccion natural (a través del agua contenida en el

tanque). En el cuadro 8.6, se muestra la formula utilizada y el calor total demandado

para en cada uno de los mecanismos de transferencia de calor.

Cuadro 8.6 Transferencia de calor en reactores con luz

Mecanismo de transferencia Formula Calor calculado
de calor
Conduccion . dT . —T1
Qcona = _kAE )) Qcona 11.7975 W

Conveccion natural

Qconv = hA4(Ts — To) W)

Qcony = 40.1253 W

Conveccion forzada

Qconv = hA4(Ts — To) W)

Qcony = 1.2384 W

Calor total

Qtotar = 53.1612W

El calor total demandado en el sistema de reactores con presencia de luz es

mayor que en el sistema de reactores sin presencia de luz, esto se debe a que el primer

sistema mencionado estaba abierto al ambiente, por lo que era propenso a

disipaciones y/o perdidas de calor, contrario al sistema sin luz, el cual era cerrado y

con un sistema regulador automatico. No obstante, ambos sistemas funcionaron de

manera eficiente, cumpliendo con el objetivo de mantener la temperatura de las

cinéticas fermentativas en 30°C.
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Evaluacién de cinéticas fermentativas

Cinética de fermentacion para la sintesis de acido kojico

La cinética de crecimiento se muestra en la figura 1, donde se puede observar
gue la maxima tasa de crecimiento se alcanza en las primeras 24 h para los reactores
sin luz, mientras que, para los reactores con luz, la maxima acumulacion se observa a
las 144 h. Los valores de biomasa obtenidos se ajustaron mediante la ecuacion

logistica, para obtener la velocidad maxima de crecimiento (umax).

Para las condiciones del reactor Airlift (u=0.94 h'1), y el reactor estatico (u=0.97
h1), se muestra un mismo comportamiento con una rapida fase exponencial dentro de
las primeas 24 h, para posteriormente tener una fase continua de decrecimiento hasta
las 144 h. Para las condiciones de los reactores con luz, la velocidad de crecimiento
fue menor (0.17 h'ty 0.17 h't para Airlift + Luz y Estatico + Luz, respectivamente), pero

se mantuvo en una tendencia creciente constante, hasta las 144 h.

La luz en general, tienen un efecto fisiolégico en todos los seres vivos, ya que
favorece la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS), como iones de
oxigeno, radicales libres y perdxidos, tanto organicos como inorganicos [34]. Estos
compuestos pueden generar un ambiente de estrés para los microorganismos, quiénes
responden ante un ambiente desfavorable sintetizando compuestos para contrarrestar
los dafios foto-oxidativos. Mantener un ambiente de oscuridad puede aumentar el
crecimiento de Aspergillus spp., en las primeras horas de fermentacion, sin embargo,
la produccion de biomasa tiende a disminuir al final del proceso. Por otra parte,
mantener el proceso de fermentacion bajo un ambiente circadiano de luz y oscuridad,

favorece el mayor crecimiento conforme avanza el tiempo [35].

Palacio-Barrera y col (2018) mostraron el efecto de diferentes tipos de luces
sobre la capacidad de crecimiento y el efecto que generan las luces de color sobre la

produccion de metabolitos secundarios.
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Figura 8.3 Absorbancias de las biomasas registradas durante el proceso de fermentacion en
los reactores disefados.

El crecimiento del microorganismo requiere de una fuente de nitrégeno y de
carbono, para realizar el funcionamiento metabdlico de sintesis celular. La medicion
de la fuente de sustrato puede apoyar en la identificacién de las condiciones de estrés
por el microorganismo dentro de los biorreactores. El consumo de sustrato se mantuvo

en constante disminucion hacia las 144 h (Figura 8.4).
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Figura 8.4 Consumo de sustrato durante la cinética de produccién de acido kéjico en
biorreactores con luz y en oscuridad.

Al ser la glucosa el Unico sustrato disponible y de facil asimilacion, el
microorganismo logra consumir la glucosa durante todo el proceso fermentativo. Sin
embargo, en los reactores sin luz, el consumo significativo se presenta en las primeras
24 h, (27% y 25%, para Airlift y estatico respectivamente), para posteriormente tener
un consumo minimo sin diferencia estadistica significativa y lograr un consumo total
de 46% para Airlift y 43% para estatico. Para el caso de los reactores con exposicion
a la luz, las primeras 24 h marcan una proporcion de consumo mayor, comparada con
los demas tiempos. En este caso si se presenta una diferencia estadistica significativa
entre los tiempos, para lograr un consumo final de 76% para Airlift y de 79% para

estatico.

El comportamiento del consumo de sustrato durante el tiempo coincide con el
desarrollo de la biomasa, y las condiciones de luz y oscuridad que requiere el

microorganismo para su desarrollo.
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Las sintesis y acumulacién de &cido kdjico en el medio de fermentacion, se

muestra en la figura 8.5. La maxima cantidad de 4cido kojico se presenta a las 144 h
con las condiciones de Airlift + luz.
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Figura 8.5 Produccion de acido koéjico durante los reactores con luz y aireacion.

Analizando la acumulacién de acido kdjico y la biomasa determinada, se observa
una correlaciéon entre ambas variables para los procesos con luz (R?=0.97 para Airlift
+ luz, y R?=0.934 para estatico + luz). Este comportamiento ha sido reportado por Ariff
et al., 1996, mostrando una variacion positiva conforme se oxigena el medio liquido de
fermentacion, incrementando la sintesis de &cido kojico.

Para estimar los parametros asociados al crecimiento, se evaluaron los
pardmetros de acuerdo con lo reportado por Charles-Rodriguez et al., 2018, y se

muestran los valores correspondientes en el cuadro 8.7.
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Cuadro 8.7 Parametros estimados para los diferentes sistemas de biorreactores en la
produccién de acido koéjico

Airlift + Luz Airlift Estatico + Luz Estatico

i (h?) = 0.17 0.94 0.17 0.97

Yx/s (gX/gS) = 0.001 0.004 0.001  0.003

m = 0.57 5.87 4.39 5.56

Yp/s (a) (gAK/gS) = 17.55 0.40 1.49 0.50
k (B) = 0.000 0.045 0.000 0.023

-Qs (g/L.h) = 168.9 260.0 1635  351.3

Qp (g/L.h) = 2963.1 104.6 243.4  175.9

Los diversos parametros cinéticos estimados en los sistemas fermentativos nos
permiten comparar de manera correcta y objetiva los procesos metabdlicos del
microorganismo. En este sentido, la velocidad de crecimiento (1) nos indica cual
sistema favorece un rapido desarrollo celular, siendo el sistema “Estatico” el que
presentd el maximo valor. Respecto al rendimiento biomasa-sustrato (Yx/s) que nos
indica la capacidad del microorganismo de generar biomasa a partir del sustrato
consumido, no se presenta un valor considerable, por lo que la cantidad de biomasa
producida durante el proceso es muy baja en todos los sistemas, aunque el mayor
valor se obtuvo en “Airlift”. El coeficiente de mantenimiento celular (m), representa el
consumo de sustrato que se metaboliza en la obtencion de energia para las funciones
de mantenimiento celular, como membrana celular activa y el transporte de nutrientes,
movilidad y estructura celular dafiada. Se busca que este parametro (m) sea el minimo
posible, ya que nos indica que el microorganismo se encuentra en menor condicion de
estrés y no gasta energia en mantener sus sistemas vitales activos. Para el caso del

coeficiente de mantenimiento, el mejor sistema es el de “Airlift + Luz”.

Para evaluar la capacidad de formacién de producto, se estimaron los
parametros a y 3, donde a es el rendimiento producto-sustrato (Yp/s), que representa
cuanto sustrato puede ser transformado en producto. En este rubro, el sistema “Airlift
+ Luz” fue el que obtuvo el maximo valor. El parametro 3 nos ayuda a relacionar las
condiciones de fermentacion en las que la actividad del &cido kojico producido se
asocia con la biomasa y es directamente influido por esta, o que puede ser un factor

significativo para una mejor productividad. Con estos parametros, podemos calcular la
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tasa especifica de consumo de sustrato (-Qs), que es negativa debido a que se
consume el sustrato, y por lo tanto se busca el menor valor posible, el cual se obtiene
con las condiciones de “Estatico + Luz”, sin tener una diferencia estadistica significativa
con el sistema “Airlift + Luz”. En cuanto a la tasa especifica de formacién de producto
(Qp) nos indica que sistema mantiene una produccion constante con forme avanza el
tiempo, por lo que se busca el maximo valor posible, el cual fue obtenido con el sistema
“Airlift + Luz”.

Considerando el andlisis bajo un disefio factorial de la produccién de &cido
kojico, los rendimientos de los sistemas obtenidos a las 144 h de fermentacion bajo
diferentes condiciones de agitacion y luz muestran un efecto (p<0.05) en lo individual,
como en la interaccidn Agitacion-Luz (Cuadro 8.8). El factor agitacion (Airlift) es el que

mas contribuye a maximizar la produccién de &cido kéjico (Figura 8.6).

Cuadro 8.8 Analisis de varianza de los parametros evaluados a través de un disefio
factorial completo

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 3 2.32305 0.77435 68.22 0.001
Lineal 2 1.67975 0.83987 73.99 0.001
Agitacion 1 1.15955 1.15955 102.15 0.001
Luz 1 0.5202 0.5202 45.83 0.002
Interacciones de 2 términos 1 0.6433 0.6433 56.67 0.002
Agitacién*Luz 1 0.6433 0.6433 56.67 0.002
Error 4 0.0454 0.01135
Total 7 2.36845

Las variables experimentales, agitacién y luz, fueron correlacionadas siguiendo
la ecuacién propuesta por los datos evaluados, mostrando la variacion en la respuesta
y el valor R2 del modelo. El valor R2 fue de 0.98, siendo adecuado para futuras
estimaciones de los factores analizados. El modelo lineal que describe la variacion de
respuesta de produccion de acido kojico en funcion de la agitacion (A) y Luz (B)
probados en modelos experimentales es: AK (g/L) = 0.5044 + 0.3807 (A) + 0.2550 (B)
+ 0.2836 (A)*(B).
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Bajo las condiciones del modelo anterior, se permite estimar un valor de 1.42 + 0.075

mg/l de &cido kojico, empleando las condiciones de “Airlift + Luz”.

Término 278
T
]
1

AB

2 4 6 8 10
Efecto estandarizado

Factor Nombre
A Agitacion
B Luz

Figura 8.6 Diagrama de Pareto de efectos estandarizados.
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CONCLUSIONES

Finalmente, se concluye que el efecto de agitacion del reactor Airlift y la
presencia de luz si tienen un efecto para la produccion de acido kojico a partir de

Aspergillus niger.

La investigacion desarrollada en este proyecto permiten establecer como
condiciones de operacion adecuadas para la produccion de acido kéjico con
Aspergillus niger;: 30°C de temperatura dentro del sistema, entrada de luz natural y/o

artificial durante todo el proceso fermentativo y agitacion con columna de burbujas.

Finalmente, seria conveniente que al replicar la metodologia de obtencion de
acido kéjico, se efectuara el conteo del nUmero de esporas a inocular y se evaluara la

cinética fermentativa cada 12 h.
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ANEXOS

Unidades empleadas

Descripcién Abreviatura
Centimetro (s) cm
Grados Celsius °C
Grados Kelvin °K
Gramo (s) g
Hora (s) h
Kilogramo (s) kg
Litro (s) L
Metro (s) cuadrado (s) | m?
Metro (s) cubico (s) m3
Metro (s) por segundo | m/s
Microgramo (s) yg
Microlitro (s) pl
Miligramo mg
Mililitro (centimetro ml
cubico)

Milimetro (s) mm
Minuto (s) min
Por ciento %
Segundo (s) s
Watt \\%
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