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RESUMEN

La industrializacion del alcohol etilico en México, asi como del queso dan pie a la
generacion de residuos industriales con serios problemas para su eliminacion.
Las vinazas y el suero de leche presentan una produccién anual de 840,000 m®y
1.219 millones de m® por afio, respectivamente. Sin embargo, debido a la gran
disponibilidad y composicion quimica de ambos, surgi6 la posibilidad de utilizarlos
como sustratos para cultivar Aspergillus niger para producir la enzima -
galactosidasa. De esta manera en el presente trabajo se establecié un disefio
experimental para evaluar las vinazas y el suero de leche como medio de
produccién de Aspergillus niger para producir esta enzima. La Metodologia de
Superficie de Respuesta (MSR) y Disefios Compuestos Centrales ortogonales
(DCC) se emplearon en disefio de experimentos en los tres casos de estudio:
optimizacién del medio de cultivo, establecimiento de condiciones ambientales y
operativas a nivel de matraz y biorreactor. El trabajo experimental se dividié en
dos etapas.

La primera etapa consisti0 en caracterizar fisicoquimicamente las vinazas y el
suero de leche. Ambos sustratos presentaron propiedades fisicas similares (pH,
densidad y sdlidos); en cuanto a su composicion quimica presentaron diferencias.
La concentracion de proteina fue de 308.35 mg/mL (cientos de veces mas que
las vinazas) y 9 % (v/p) azUcares (siete veces mas que las vinazas) en el suero de
leche. La proporcion inicial de los sustratos en el medio fueron 10 partes de
vinazas por 90 de suero de leche, explorando +5 unidades de los factores (vinazas
y suero de leche) en un volumen total de 200 ml, teniendo como respuestas el
crecimiento celular y la concentracion de proteina. Los rendimientos (Yws) Yy
productividades volumétricas obtenidas del crecimiento de Aspergillus niger
estuvieron comprendidos en un intervalo de 0.09 a 0.46 g células/Qsustrato 'y 0.012 a
0.018 g/ L*h, respectivamente. Las bajas productividades obtenidas fueron
determinantes para que el proceso no sea factible. Aunado a esto se obtuvieron
respuestas minimas del crecimiento celular y concentracion de proteina. Tal
resultado se atribuye al alto contenido de sulfatos y metales (Mn, Cu) presentes
en las vinazas. Por lo tanto, en los experimentos subsecuentes Unicamente se
utilizé el suero de leche como medio de cultivo. A nivel de matraces se utilizd un
DCC. El intervalo para las variables de estudio estuvo comprendido entre 25 a
31 °C, de 100 a 200 rpm y de 80 a 110 horas de cultivo. Se estableci6 como
condiciones Optimas de temperatura, velocidad de agitacién y tiempo de cultivo de
25°C, 200 rpm y 80 horas, respectivamente, cuando la biomasa fue 3.8 g/L, y la
concentracion de proteina fue 148.9 mg/L, con rendimiento de 0.64 g
células/Qsustrato Y productividades de 0.038 gesiulasi/L*h y 48 U/L*h. Mientras que para
la actividad enzimatica (1523 U/mg) se establecié a 28°C, 226 rpm y 95 horas de
cultivo, con un rendimiento de 0.47 (células/gsustrato, Yy productividades de
0.038gcelulas/L*h y 58.51 U/L*h.

En la segunda etapa se establecieron las condiciones de operacién en un
biorreactor de 3 L, (Applikon). Se evaluaron dos antiespumantes (Pure-Process)
grado biofarmaceutico (A) y otro grado industrial (B); a concentraciones de 5 % y
10 % (v/v), respectivamente. El antiespumante tipo A, mostré una mejor capacidad
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de abatimiento de la espuma a una concentracion 10 %(v/v), sin afectar el
volumen de operacion, la concentracion celular, ni la actividad enzimatica. Un
DCC ortogonal se empleo para optimizar las variables independientes, velocidad
de agitacion y flujo de aireacién, tomando como puntos centrales del DCC, 200
rom y 100 mL/min. Manteniendo constantes la temperatura de 25°C, pH de 4.2 y
el tiempo de cultivo de 72 h. Las variables dependientes o respuestas fueron
biomasa (g/L) y actividad enzimatica (U/Qceiuias). Las variables independientes
estuvieron comprendidas en un intervalo de 39 a 361 rpm y 46 a 154 mL/min. Las
corridas fueron realizadas en un biorreactor, inoculando 1.8 L de medio fresco con
200 mL de in6culo de 41 h de edad, con un volumen total de operacion de 2 L. A
una velocidad de agitacion de 200 rpm, flujo de aireacion de 50 mL/miny tiempo
de cultivo de 27 h, se registré la actividad enzimatica y productividad maximas,
siendo de 3485 U/gesiuas Y 503 U/L*h, respectivamente, con un rendimiento global
de 0.24 gcélulas/gsustrato @ las 72 horas, por lo tanto se establecieron como
condiciones 6ptimas a nivel biorreactor. Estadisticamente los resultados a 27y 72
h, se encontrd que antes de las 27 h, el flujo de aireacion fue el que mas afect6 a
la produccion de biomasa, mientras que la velocidad de agitacion tuvo mayor
efecto en la actividad enzimatica. Mientras que a las 72 h la velocidad de
agitacion fue la variable que influyd sobre ambas respuestas. Comparando los
resultados 6ptimos de biorreactor con los hallados a nivel de matraz; la actividad
enzimatica fue 2.3 veces mas, mientras que la productividad fue 8.5 veces mas
gue en matraz, ademas el tiempo de cultivo se redujo de 95 a 27 h. Por ultimo, el
remanente del cultivo resultd tdéxico para las semillas de lechuga, cuando se
emplearon concentraciones superiores al 50 % (v/v). Por lo tanto, verter este
remante sin algun tratamiento previo a cuerpos de agua o suelo, puede tener
efectos adversos acumulativos sobre el medio ambiente.
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1 INTRODUCCION

La preocupacion publica por el control de la contaminacion ambiental ha
incitado a la busqueda de la forma mas conveniente, econémica y eficiente de
aprovechar los subproductos de las industrias alcoholera y lactea, antes de ser
desechados (Peterson et al., 1979; Sanchez et al., 1993; Schultz et al., 2006).

En la fermentacion alcohodlica se producen grandes cantidades de aguas
residuales. Entre las principales, debido a su volumen y concentracion de
contaminantes se encuentran las vinazas. Este tipo de aguas residuales se
generan a razon de 12 a 16 litros por cada litro de alcohol destilado, las cuales son
descargadas al ambiente sin un tratamiento previo, ocasionando con ello su
deterioro (Honig, 1969; Moreno et al., 1990; Rodriguez et al.,1993). Si bien el
tratamiento de las vinazas ha sido objeto de multiples estudios, a la fecha siguen
constituyendo un problema sin resolver.

Por otra parte, el suero de leche, es el subproducto mas abundante que
genera la industria lactea, es un liquido residual procedente de la manufactura del
queso. Este subproducto es de dificil aceptacion en el mercado, ya que sus
caracteristicas no lo hacen apto para su comercializacion directa (Marwaha et al.,
1988; Ghaly et al., 2004). Debido a esto, el suero de leche se trata mediante
técnicas que permiten la extraccion de sus componentes, tales como la lactosa
(3,3 - 6,0%) y proteinas (0,32 - 0,7%), que constituyen un aporte limitado de
alimento para los seres humanos, ya que solo una parte del suero se utiliza para
estos fines (Kononovich, 1979; Moo-Young, 1985; Schultz et al., 2006). La mayor
parte del suero de leche se convierte en un efluente altamente contaminante
cuando se vierte a los cuerpos de agua aledafnos, debido a su gran demanda
biol6gica y quimica de oxigeno (Jelen, 1979, 2003; Peterson et al. 1979;
Marwaha et al., 1988; Ben-Hassan et al., 1994).

El peligro del vertimiento indiscriminado de estos desechos no radica
solamente en su efecto econdmico directo por el costo que representan las aguas
de suministro, sino en su efecto indirecto, ya que cuando se contaminan las aguas
superficiales y subterraneas, surge una amenaza de alcance impredecible para la
salud de la poblacion, asi como trastornos de la produccion en la agricultura y la
propia economia del agua.

Tomando esto en consideracion y el hecho de que la utilizacién de materias
primas de bajo costo o desechos industriales es un campo de estudio de intensa
investigacioén, el presente trabajo se ha enfocado en evaluar las vinazas y el suero
de leche como sustratos para el hongo Aspergillus niger para la produccién de la
enzima B-galactosidasa de interés comercial. Al mismo tiempo, se plantea el
desarrollo de un proceso fermentativo, dado que en la mayoria de los estudios
realizados se han enfocado al desarrollo de métodos para el tratamiento de estos
desechos, con el objetivo de combatir el efecto contaminante que producen estos
residuos industriales, por lo que representa un costo econdmico adicional para
este tipo de industrias, las cuales estan en crisis econémica permanente y su
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cierre implicaria un problema de caracter social. En este contexto, la posibilidad de
obtener un producto util, a partir de subproductos problema, constituye una via
que permitirA dos puntos principales: 1) tener un ingreso extra de los
tradicionalmente obtenidos y 2) una reduccion de las erogaciones o multas que
por concepto de vertimiento de aguas residuales se deban de hacer.

Es importante destacar que entre los microorganismos empleados para la
produccion de enzimas como amilasas, glucosa oxidasa, catalasa, invertasa y pB-
galactosidasa (Crueger, 1989) se encuentra el hongo Aspergillus niger, el cual
consume los nutrientes presentes en las melazas, principalmente la sacarosa,
produciendo ademas de enzimas, &cidos organicos como citrico, oxalico, itaconico
y gluconico, dependiendo las condiciones de cultivo (Bennett et al., 1992; Santero
et al., 1999; El-Holi et al., 2003; Hamid et al., 2003; lkram-ut-Haq et al., 2003;
Mehyar et al., 2005).

Por lo anterior, para el presente proyecto de investigacion y tomando en
cuenta el problema de contaminacion ambiental que enfrentan actualmente las
industrias alcoholera y de lacteos, se definio, proponer una alternativa de uso que
le reditle ingresos econdmicos adicionales mediante la generacion de productos
con valor agregado, como es el caso de enzimas.
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2 MARCO TEORICO

2.1 Produccion de alcohol y vinazas

211 Laindustria alcoholera en México

En México la produccion promedio anual de alcohol es de alrededor de
70,000 m®. El residuo principal de esta actividad son compuestos que presentan
cantidades considerables de materia organica llamados comUnmente como:
vinazas (Noyola et al., 1988). Las vinazas son sustratos complejos que incluyen
desde azucares , fenoles, polifenoles, sulfatos, fosfatos hasta materia organica
como levaduras inactivas, las cuales se emplean en el proceso fermentativo para
la produccién de alcohol La produccién promedio de vinazas es de 840, 000 m?®/
afio (Noyola et al.,, 1988). Este remanente generado presenta una demanda
guimica de oxigeno (DQO) aproximadamente de 120,000 mg/L, la que la
convierte en un contaminante potencial para el medio ambiente si se vierte al
drenaje, sin algun tratamiento previo, ya sea fisico, quimico o bioldgico. En la
Tabla 1 se muestran los valores de la produccion de alcohol etilico y vinazas a
partir de melazas con un promedio anual de 67,535 m® y 816,423 m°
respectivamente; entre 1988 a 1995 (James, 1991; Rodriguez, 1993; Azucar S.A.,
1995).

Tabla 1. Produccién de melazas, alcohol etilico y vinazas
en México (Azucar S.A., 1995

ANO MELAZA ETANOL VINAZAS
(ton) (m’) (m’)
1988 1,381,411 69,671 836,052
1989 1,319,119 68,271 819,252
1990 1,322,814 62,325 747,900
1991 1,497,668 66,312 795,744
1992 1,273,314 70,967 851,604
1993 1.429,854 68,333 819,996
1994 1,384,023 69,214 830,568
1995 1,424,127 69,189 830,268

2.1.2 Proceso de obtencién de alcohol etilico por via
fermentativay de las vinazas.

La produccion de alcohol etilico por fermentacion se basa en la
bioconversion de las hexosas en etanol segun la siguiente reaccion:

Hexosas + Levaduras ______,  Etanol + CO; + Levaduras
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El proceso de elaboracién de etanol (Figura 1) a partir de melazas,
comienza con la dilucion de estas mieles con agua caliente en un tanque
mezclador, hasta alcanzar una densidad entre 20 y 22 °Brix. Después se adiciona
acido sulfurico para ajustar el pH en un intervalo de 4 a 4.5 y obtener asi lo que se
llama mosto fresco.

El mosto fresco se bombea a un tanque donde se esteriliza o pasteuriza a
121 °C con vapor saturado, una vez terminada esta operacion es necesario
agregar sulfato de amonio (NH4),SO, y fosfato de amonio (NH4),POy, los cuales
son los micronutrientes necesarios para el desarrollo éptimo de la levadura.
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Figura 1. Proceso de obtencién de alcohol etilico a partir de melazas de cafa.
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La mezcla del esterilizador se bombea a los fermentadores para inéculo,
con la finalidad de que la levadura se adapte al medio y alcance la madurez
necesaria, de ahi se envia a un mezclador con mosto fresco, para después
enviarlo a los fermentadores de produccion.

En los birreactores se realizan las reacciones bioquimicas para la
produccion del etanol, a una temperatura de entre 20 y 30 °C. De estas
reacciones se genera calor metabdlico, motivo por el cual los biorreactores deben
contar con un sistema de enfriamiento.

Para detener la fermentacion, se incrementa la temperatura hasta 38 °C,
con lo que se inactiva la levadura y se obtiene un mosto muerto, el cual contiene
una mezcla de alcoholes, restos de levadura y materia en suspension.

El mosto muerto es enviado a las torres de destilacion para la recuperacion
y purificacion de alcohol etilico. A la primera torre donde comienza la destilacion
se le llama columna de agotamiento o destrozadora. La destilacion se lleva a cabo
por arrastre de vapor, que es alimentado por el fondo de la columna. Aqui es
donde los componentes de mas bajo punto de ebulliciébn salen por el domo de la
columna como una mezcla de vapores que contienen agua, alcohol y compuestos
volatiles como aldehidos, los cuales son alimentados a la columna depuradora. En
el fondo de la columna agotadora se obtienen los residuos llamados vinazas. Las
vinazas se generan a razén de 12 a 16 litros por litro de alcohol destilado (Moreno
et al., 1990).

En la columna depuradora se purifica el alcohol diluido. Por la parte superior
se destilan metanol, etanol, aldehidos y otras impurezas. Por el fondo de la
columna se obtiene una mezcla de alcohol sin aldehidos, los cuales son
separados por diferencia de densidades. En la columna de rectificacién se obtiene
el etanol de 95-96°Gl, mientras que en la parte inferior se obtienen las colas,
constituidas por alcoholes amilicos y residuos de aceite fosil.

2.1.3 Composicién quimica de las vinazas.

Existen diferencias significativas entre las vinazas provenientes de miel final
de cafa y los de remolacha. Casi siempre, los mostos de mieles finales de cafia
presentan un menor contenido de nitrégeno y un mayor contenido de minerales,
gue los de cereales o remolacha. En la Tabla 2, se ilustra la composicion promedio
de las vinazas de destileria de Agave cucui. Hay diferencias que se deben a la
composicidon de la materia prima y la tecnologia empleada en el proceso
fermentativo, asi como en el proceso de destilacion. A pesar de esto las vinazas
no dejan (Sanchez et al.,, 1993) de ser un residuo con una concentracion de
materia disuelta elevada.
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Tabla 2. Composicion quimica promedio de vinazas de Agave cucui.

(Leal et al., 2006)

Parametro Vinazas de primera | Vinazas de segunda
pH 4.13+0.15 4.05+0.11
DQO(mg/L) 19065+2780 17502+3758
Densidad(g/mL) 0.96+0.04 1.00+0.04
Solidos totales (%) 8.3+2.0 7.9+1.3
Fosforo total(mg/Kg) <0.02 <0.02
Nitrogeno (%) 0.55+0.11 0.57+0.08
Carbono orgénico total (%) 28.8+2.4 29.8+2.9
Calcio (%) 3.1+0.03 3.9+0.4
Magnesio (mg/Kg) 0.52+0.02 0.82+0.04
Hierro (%) 1.19+0.04 1.39+0.03
Manganeso(mg/Kg) 24+1 32+2
Zinc(mg/Kg) 75+5 774
Cobre(mg/Kg) 815 11+5
Azlcares totales (%) 1.2+0.9 5.7+£1.7

2.1.4 Aplicaciones de las vinazas.

Las vinazas se han empleado como fertilizante de suelo (Gomez, 1985;
Gbomez, 1996; Rodella, 1977) y como materia prima en la elaboracién de alimentos
para animales (Gallo et al., 1986; Waliszewsky, 1989), y en la producciéon de
biomasa (Araujo, 1976). Al principio de la Segunda Guerra Mundial, se suscito el
uso de las vinazas como sustrato para la produccion de la levadura torula, la cual
se emple6 como material para alimentacién de animales (Noyola et al., 1988)

La levadura torula (Candida utilis) es un forraje muy nutritivo por su alto
contenido proteico, ya que su relacion proteina/carbohidrato es mayor que en
forrajes vegetales. El contenido de proteina en peso seco es de un 55 %. Se ha
confirmado que se pueden obtener de 10 a 15 Kg de levadura seca por cada 1000
L de vinazas diluida, lo que corresponde de 5 a 7 Kg de proteina cruda (Almazan
et al., 1982; Noyola et al., 1988; Estévez, 1999; Saura et al. 2002).

También las vinazas se han utilizado en la produccién de setas (Agaricus
campestris, Boletus indecisus, y Tricholoma nudun) en cultivo sumergido y se ha
mostrado la posibilidad de la manufactura de productos alimenticios a partir de
setas para consumo humano por su alto contenido en proteinas y grasas
(Humfeld, 1948; Falanche, 1962).

Un posible uso de las vinazas es la obtencion de un residuo quimico con
valor comercial a partir de las vinazas concentradas. La composicién del residuo
esta en funcion del origen de las melazas o de las vinazas (Bravo et al., 1996). Las
vinazas concentradas mediante evaporacion de agua son sometidas a una
combustion donde se descomponen las sustancias organicas presentes en estos
residuos. Las cenizas obtenidas se trituran y después son lavadas con agua, se
filtran y por ultimo se concentran en una solucion. El contenido de sulfato de
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potasio en esta solucion, depende si se usd acido sulfarico o clorhidrico en la
acidificacion de la melaza.

2.2 Produccién de suero de leche.

Se denomina suero de leche al remanente después de la precipitacion y
separacion de la caseina de la leche durante la elaboracion de queso. Representa
aproximadamente el 85 a 90 % del volumen de la leche Yy retiene el 55 % de sus
nutrientes. Este subproducto es de dificil aceptacion en el mercado, ya que sus
caracteristicas no lo hacen apto para su comercializacion directa (Marwaha et al.,
1988; Peterson et al., 1979). A pesar de las numerosas investigaciones realizadas,
en la actualidad, no se ha desarrollado ningun proceso capaz de rentabilizar el
tratamiento de las cantidades de suero que se producen y se vierten cada afo,
representando un importante problema medioambiental debido a su elevada
carga organica (Cristiani-Urbina et al., 2000).

En Meéxico, la produccion de leche de acuerdo a las estadisticas de la
SAGARPA, fue de millones de litros durante el periodo 2002-2006. Segun Villegas,
aproximadamente el 14 % de la produccion de leche se destina para la fabricacién
de queso, de ahi que la manufactura de queso genera gran cantidad de suero de
leche (1,219 millones de m® de suero por afio). Este subproducto ain no es
aprovechado al 100 %, sobre todo en la micro y pequefia agroindustria quesera. El
suero de leche se vierte al medio ambiente, causando serios problemas de
contaminacion no cuantificados. Se tiene estimado que a partir de 10 litros de
leche se produce 1 Kg de queso y, aproximadamente, 9 Kg de suero.

2.2.1 Composicién del suero de leche.

Entre los componentes, se encuentran la lactosa, &cido lactico (3,3 - 6,0%),
acidos grasos, proteinas (0,32 - 0,7 %), factores de crecimiento y vitaminas, cuya
proporcién puede variar dependiendo del tipo de queso elaborado (Moo-Young,
1985). Debido a la gama de constituyentes son fuentes potenciales para la
alimentacion humana y animal. Sin embargo, sélo una fraccién de suero se utiliza
para estos fines y la mayor parte del suero de leche se convierte en un efluente
altamente contaminante, cuando se vierte a los cuerpos de agua, debido a su gran
contenido de materia organica.

2.2.2 Utilizaciéon del suero de leche.

Tradicionalmente el suero producido ha sido empleado para la
alimentacion de cerdos, asi como para la alimentacién de ganado. Asimismo, por
su elevado valor nutritivo llega a ser empleado para consumo humano.

Entre los usos potenciales del suero de leche se encuentra la alimentacion
de piensos para aves y alimento dietético. De la misma manera, se ha utilizado en
fabricacion de bebidas fermentadas (cerveza), los precipitados de albumina se han
utilizado como suplemento en algunos alimentos con bajo valor nutritivo; en la
produccion de productos cosméticos y farmacéuticos. También se han empleado
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en la produccion jarabes de galactita, utilizados en la industria de reposteria,
glucosa, lactosa, queso ricotta, requeson, vitaminas (riboflavina). Produccion de
acido lactico para utilizarlo como materia prima en la industria farmacéutica o
alimentaria; también ha sido utilizado como sustrato en fermentaciones para la
produccion de antibiéticos (penicilina), combustibles (metano, metanol y etanol) y
para biomasa utilizada en la elaboracion de alimentos para animales (Kononovich,
1979; Moo-Young, 1985, Gonzales, 1996; Dominguez et al., 2001; Grba et al.,
2002).

En la actualidad, el suero de leche fresco no tiene costo econémico, ya que
es preferible regalarlo que tirarlo. El problema de desechar o utilizar el suero de
leche, implica la evaluacion de varios factores como la transportacion. Este
material presenta de 93.5 % a 94 % de agua, lo que lo hace extremadamente caro
para su traslado. El suero de leche es perecedero, por su rapida descomposicion
debido al alto valor nutritivo que presenta, ocasionando que su vida de anaquel
sea corta.

Por otro lado, se han empleado diversas tecnologias para la evaporacion y
secado del suero. Para lograrlo se requiere la inversion de un gran capital, el
mercado para el suero deshidratado es muy reducido, de tal manera que el costo
de produccion es apenas recuperado. Asimismo, el suero de leche del tipo &acido,
es extremadamente dificil de deshidratar en su totalidad y esto solo se puede
lograr con equipo especializado. Una de las pocas industrias capaces de utilizar
los grandes volumenes del suero, es la industria de alimentos para animales
(Crawshaw, 2001). Desafortunadamente, el precio que debe ser pagado por el
suero de leche deshidratado es bajo, frecuentemente es igual al costo de
produccion. La razon es que el mayor constituyente del suero deshidratado es
lactosa y ésta solo puede ser utilizada en cantidades limitadas en estos alimentos.
Por otro lado, la lactosa proveniente del suero debe ser competitiva en precio con
otros carbohidratos econémicos como melazas y licor de maiz (Elliot et al., 2001).

2.2.3 Tipos de suero de leche.

Hay dos clases de suero, el dulce y el acido, los cuales dependen de los
métodos empleados para la coagulacién de la leche. El suero dulce es el obtenido
por una coagulacion enzimatica, utilizando para ello un cuajo de procedencia
animal, como la quimosina de rumiantes, o bien un cuajo microbiano, obtenido de
tecnologia genética o vegetal (Yang et al., 1995). El suero acido es obtenido por
acidificacion natural de la leche, o por la adicion de acidos organicos o minerales.
La coagulacion natural se produce por fermentacion de la leche, debido a la flora
bacteriana existente en ella, o los fermentos lacticos adicionados, Yy la obtenida
por adicion de 4cidos. Esta se presenta cuando se agrega sobre la leche liquida
una solucién de acidos tales como: acético, citrico, lactico (organicos) o acido
clorhidrico o sulfarico (minerales) (Moo-Young, 1985).
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2.3 p-Galactosidasa

La enzima p-galactosidasa (B-D-galactosido  galacto-hidrolasa); E.C.
3.2.1.23) también conocida como lactasa, cataliza la hidrélisis de la lactosa
rompiendo el enlace B-galactésido entre la D-galactosa y un alcohol, dando lugar
a los monosacéridos glucosa y galactosa (Godfrey et al., 2004). Esta enzima esta
ampliamente distribuida en la naturaleza, y se encuentra en numerosas plantas,
animales y microorganismos (Resszy-Szabo et al., 2002). La compafiia Yakult en
el 2004, estimé una produccion mundial de esta enzima de 7,000 ton/afio
(Buchholz et. al, 2004). Las industrias mas importantes, que actualmente cubren
la demanda mundial de esta enzima, son Central del Latte, Snow Brand Milk
Production, Sumimoto Chemical, Valeo, Alko y Novozymes (Chettan, 2000; Liese
et al., 2002; Penesar, et al., 2006). Esta ultima es una de las que tiene un mayor
porcentaje en la produccién de esta enzima.

2.3.1 Aplicaciones

Las fuentes comerciales importantes a nivel industrial de la pB-
galactosidasa, por un lado se encuentran las levaduras K. fragilis y K. lactis;
hongos como Aspergillus niger y Aspergillus orizae.

Las propiedades de la p-galactosidasa varian de acuerdo al
microorganismo. Asimismo, la enzima de interés, debe ser seleccionada en
funcion de su aplicacion. Una de las caracteristicas primordiales que determina la
aplicacién de una enzima es su intervalo de pH en el que se encuentran mas
activas. Las enzimas se dividen en dos grupos: 1) las enzimas que trabajan a un
pH acido, provenientes de hongos. Estas son deseables para procesar suero de
leche &cido y permeado; 2) las enzimas que trabajan a pH neutro. Estas provienen
de levaduras y bacterias, las cuales son deseables para el procesamiento de leche
y suero de leche dulce (Mahoney, 1985).

La B-galactosidasa resulta de importancia comercial por diversas razones,
de las cuales destacan:

a) Utilizacion en los sectores alimenticio y de salud.

Se utiliza en la industria lactea con el objeto de producir leche libre de lactosa para
personas con intolerancia a la lactosa. Se estima que aproximadamente el 47 %
de la poblacion mestiza mexicana presenta mala absorcién de lactosa, mientras
gue en la poblacién indigena, la incidencia llega al 75 % (Houts, 1988). Ademas,
se ha demostrado la bondad de la leche con lactosa hidrolizada para la
alimentacion de pacientes por via enteral, haciendo de éste un producto con
caracteristicas superiores y mas economico que las férmulas tradicionales
completas que suelen utilizarse en estos casos (Garcia-Garibay, 1992). También
es un alimento adecuado para niflos con diarrea, para los cuales esta
contraindicado el consumo de lactosa por la incapacidad de hidrolizar este
disacarido a consecuencia del estado subnormal de las células del intestino
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delgado (Novelli et al., 2000; Campbell et al., 2005). Una ventaja adicional del uso
de esta enzima, estriba en que se incrementa la capacidad edulcorante de los
productos con lactosa hidrolizada sin que aumente el contenido calérico.

En productos lacteos fermentados, se ha reportado un ahorro considerable
en el tiempo de la fermentacién, con mayor produccion del acido lactico, al utilizar
leche con lactosa hidrolizada como materia prima. Lo anterior es debido a que
ambos monosacaridos son mas facilmente asimilables por microorganismos.
Asimismo, en productos lacteos endulzados, el disacérido tiende a precipitar
debido a su baja solubilidad, cosa que no ocurre al hidrolizarla, pues los productos
de hidrolisis son de 3 a 4 veces mas solubles (Nijpels, 1982).

b) Sector ambiental.

La hidrdlisis de la lactosa presente en el suero de leche puede convertir
este desecho en un producto reutilizable lo cual, concomitantemente, implica
reduccion en los costos que genera el tratamiento de aguas residuales.

Es importante sefalar que las enzimas provenientes de hongos presentan
un pH en un intervalo de 3 a 5, tienen temperatura Optima relativamente alta (por
arriba 60 °C) (Rand et al., 1973). La combinacion de temperatura alta y pH bajo
inhibe eficazmente el crecimiento microbiano. La enzima de A. niger ha sido usada
preferencialmente debido a su termoestabilidad y pH bajo 6ptimo (Rand et al.,
1973).

2.4 Disefio de Experimentos y Metodologia de Superficie de
Respuesta.

El disefio estadistico de experimentos se refiere al proceso de planificar un
experimento, de tal forma que los datos obtenidos puedan analizarse con métodos
estadisticos con el fin de llegar a conclusiones validas y objetivas. ElI enfoque
estadistico es necesario si se quieren lograr conclusiones significativas de los
resultados, ya que cuando el problema incluye datos que estan sujetos a errores
experimentales, la metodologia estadistica es la Unica forma objetiva de analisis.
Esta metodologia, tiene la particularidad de determinar la influencia e importancia
de los parametros estudiados y las interacciones entre éstos con un minimo de
ensayos. Esto ultimo contrasta con la metodologia clasica, que consiste en hacer
variar cada factor manteniendo los demas constantes, lo cual conduce por una
parte, a un numero considerable de experimentos y, por otra, a ignorar la
interaccién que pueda existir entre los factores considerados (Box et al., 1987;
Mandenius et al., 2008).

Directrices para el diseno de experimentos

Cualquier problema experimental incluye dos aspectos: el disefio del
experimento y el analisis estadistico de los datos. Estos dos aspectos se
encuentran intimamente relacionados, porque el método de analisis depende
directamente del disefio empleado. Por lo tanto, para poder cumplir con el
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enfoque estadistico al disefiar y analizar un experimento es necesario cumplir con
los siguientes lineamientos (Montgomery, 2005):

e Comprension y planteamiento del problema. Se requiere la
integracion de conocimiento multidisciplinario para lograr entender
todos los factores que pueden afectar la respuesta. Las fuentes de
conocimientos por lo regular son las referencias bibliograficas,
experiencias adquiridas, la comprension teédrica del fendmeno,
estudios preliminares, entre otros.

e Eleccion de los factores y niveles. El experimentador debe elegir los
factores en el experimento por su importancia, interés en la
investigacion, facilidad de ser modificados. Los niveles para cada
factor deben ser minimos, que permitan cubrir la region de interés y
aporten suficiente informacién para su analisis e interpretacion.
También, se debe analizar que variables deben mantenerse
constantes a lo largo del experimento y su nivel correspondiente.

e Seleccién de la variable de respuesta. Se debe estar realmente
seguro de cual es la respuesta adecuada que arrojara la informacién
util sobre el estudio y garantizar que los métodos para cuantificarla
sean eficientes.

e Seleccién del disefio experimental. Se deben integrar los datos
anteriores y los recursos (material, métodos, tiempo y personal) con
los que se cuenta, para poder determinar cuantas observaciones y
repeticiones son factibles para su ejecucion.

e Realizacion del experimento. Se lleva a cabo el disefio planteado,
teniendo precaucion de cumplir con todos los requisitos de
aleatorizacion que permitan su posterior analisis. Si no se lleva a
cabo tal y como se planted, o si se registran errores en su
procedimiento, se puede poner en juego la validez y reproducibilidad
experimental. Por lo que se recomienda no subestimar los aspectos
logisticos y de planeacién en la realizacion del disefio.

e Analisis. Para que los resultados y conclusiones sean mas objetivos
gue apreciativos se deben emplear métodos estadisticos
adecuados. Pueden basarse en paquetes de Software ampliamente
validados que permiten realizar los calculos de manera automatica,
visualizar los datos graficamente y que eviten el error craso de su
calculo. Esto toma particular relevancia para el analisis de los
disefios estadisticos avanzados. En esta etapa se debe verificar la
idoneidad del modelo comunmente utilizando el analisis de residuos

e Conclusiones y recomendaciones. Una vez que se han analizado los
datos, el experimentador debe extraer conclusiones practicas de los
resultados y recomendar un curso a seguir. También deben
realizarse corridas de seguimiento o pruebas de confirmacién para
validar las conclusiones del experimento.
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Una vez definidos los factores, sus niveles y la variable de respuesta, la
eleccion del tipo de disefio experimental se puede realizar con ayuda de paquetes
interactivos de software (Ejemplo: JMP v. 6.0), con los cuales una vez introducidos
todos los valores, presentan, a la consideracion del experimentador, una seleccion
de posibles disefios. Ademas, una vez obtenidos los resultados, el mismo software
permite realizar el andlisis estadistico del disefio y determinar el ajuste de los
datos al modelo experimental, asi como la influencia de cada factor y de las
interacciones entre ellos sobre la respuesta.

La Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR) se basa en un conjunto
de técnicas matematicas y estadisticas utiles en el modelado y el analisis de
problemas en los que la respuesta de interés esta influenciada por varias variables
de procesos complejos y donde el objetivo es optimizar dicha respuesta
(Montgomery, 2005). Fue desarrollada y descrita por primera vez en 1951 por Box
y Wilson, con la publicacion de un articulo en el cual intentaban encontrar el
menor numero posible de observaciones o tratamientos y hallar la relacion entre
la respuesta y los diferentes factores estudiados con la finalidad de obtener uno
optimo (Box et al., 1955).

En su primera década la MSR fue una herramienta empleada en la industria
quimica (Box, 1954). A partir de 1970 se ha utilizado la MSR en trabajos
enfocados a bioprocesos (Mead et al.,1975; Xie et al.,, 2003; Liu et al, 2006;
Mandenius et al., 2008), pero fue hasta 1980, que se observé con mayor
frecuencia en publicaciones que se optimizaba la actividad microbiana, a través de
modificar las condiciones microambientales para el cultivo de microorganismos,
optimizacibn de medios de cultivo especialmente aplicados a fermentaciones
liquidas a nivel de matraces (Galindo et al., 1989; Myers et al., 1989; Wang et al.
2004; Soliman et al., 2005, Pablo et al., 2005), crecimiento celular, activacion y
produccion de enzimas ( Mazutti et al., 2006; Negi et al, 2006), bioconversiones
(Cladera-Olivera et al., 2004), y optimizacion de condiciones de cultivo (Torres-
Bacete et al.,, 2005). La MSR es actualmente la técnica de optimizacibn mas
empleada en los procesos fermentativos, debido quizas, a que es altamente
eficiente, ya que se requieren relativamente pocas observaciones para obtener
buenos resultados y porque elimina la necesidad de realizar varias repeticiones de
todas las observaciones, lo que ahorra mucho tiempo, costos de experimentacion
y el manejo de gran cantidad de muestras simultaneamente.

La MSR presenta varias ventajas con respecto al método clasico, es una
herramienta sencilla, rapida y accesible para determinar las condiciones optimas
gue maximizan o minimizan una respuesta. También tiene la ventaja de permitir
visualizar a través de imagenes tridimensionales el fendmeno que se esta
estudiando, lo cual es de gran ayuda para la compresion del problema.

Enla MSR se establece que la respuesta a ensayar (y) esta en funcién de:
y =f (Xg,X2,...Xk) + €
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Donde xi, Xo,...Xk son los k factores que se desean evaluar a distintos niveles y
g representa el ruido o error observado en la respuesta. Si la respuesta esperada
se denota por E (y) =f (X1, X2,...Xx) = n, entonces la superficie representada por:

n =1 (X1,X2,...Xk)

Se denomina superficie de respuesta.

La MSR es una técnica secuencial, a partir de un punto de interés que se
determina con base en condiciones de operacion habituales o por fuentes
bibliograficas se determinan los niveles de cada factor.

Uno de los modelos méas eficientes para ajustar el modelo de segundo
orden son los disefios centrales compuestos (DCC). Los DCC estan formados por
un disefio factorial 2k, 2k axiales y n puntos centrales. Hay dos parametros que
deben especificarse: la distancia a de los experimentos axiales al centro del
disefio y el nimero de puntos centrales. La finalidad de la MSR es la optimizacién
y localizacion del punto Optimo que se desconoce antes de realizar el
experimento, por lo que debe utilizarse un disefio que proporcione una precision
de la estimacion en todas las direcciones.

Un DCC se hace rotable mediante la eleccion de a. El valor de a para la
rotabilidad, depende del nimero de experimentos en la porcion factorial del
disefio. En cuanto al nUmero de puntos centrales, es normal incluir entre 3 y 5
puntos con el fin de proporcionar una varianza rotablemente estable de la
respuesta (Montgomery, 2005; Mandenius et al., 2008).

m. tratamientos factoriales
m. total de tratamientos
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3 OBJETIVOS, HIPOTESIS Y ESTRATEGIA DE TRABAJO

Los objetivos que se plantearon para cumplir con el presente trabajo son
los siguientes.

3.1 Objetivo general.

e Evaluar la capacidad de Aspergillus niger para producir $-galactosidasa a
partir de vinazas y suero de leche.

3.2 Objetivos especificos.

e Caracterizar fisicoquimicamente las vinazas y el suero de leche.

e Disefiar y formular un medio cultivo, a partir de vinazas y suero de leche,
que permita producir la enzima B-galactosidasa, utilizando la metodologia
de superficie de respuesta.

e Establecer las condiciones ambientales Optimas a nivel de matraz para
producir la enzima B-galactosidasa por medio de estudios de superficie de
respuesta.

e Definir las condiciones de operacién Optimas para obtener la maxima
produccion de la enzima en un fermentador de 3 litros, empleandose
estudios de superficie de respuesta.

e Evaluar la toxicidad aguda del liquido remanente obtenido del cultivo
utilizando semillas de lechuga (Lactuca sativa).

3.3 Hipotesis
Es posible cultivar al hongo Aspergillus niger bajo condiciones controladas

para producir la enzima p-galactosidasa, empleando como sustratos vinazas y
suero de leche.

3.4 Justificacion

En la actualidad en Meéxico los desechos de las industrias alcholera-
azucarera y de lacteos son dispuestos en cuerpos receptores de agua o a cielo
abierto, teniendo un efecto negativo no cuantificable sobre el medio ambiente.
Esta actividad no permitida a estas industrias las hace acreedoras a sanciones por
parte de las autoridades gubernamentales.

Haciendo un estimado del monto que deben sufragar estas industrias, de
acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-001-SEMARNAT-1996 y la ley
Federal de Derechos (Capitulo XIV), en las que se establecen los limites maximos
de contaminantes y las cuotas que deben pagarse si se rebasan dichos limites.
Tomando como ejemplo el parametro DQO; la industria alcoholera seria
acreedora a una sancion trimestral por la cantidad $ 84, 940,800.00; por otro lado,
la industria quesera seria sancionada con la cantidad de $ 168, 546,973.00
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anualmente, costos que afectan de manera negativa la economia de estas
industrias.

El poder contar con un proceso que utilice este tipo de residuos liquidos
para obtener algun producto de valor comercial, permitiria que las industrias
contaran con mayores elementos que satisfagan las expectativas econdmicas y
ambientales de la sociedad.

Por lo tanto, los procesos de bioconversion surgen como una alternativa
para el aprovechamiento de estos desechos, empleandolos como sustratos para el
crecimiento de microorganismos capaces de producir sustancias con alto valor
agregado. En consecuencia, la relevancia de este trabajo radica en determinar la
posibilidad de reducir el efecto contaminante que provocan dichos residuos
liquidos, aprovechandolos como sustrato para producir la enzima B-galactosidasa;
la cual es ampliamente utilizada en la industria alimenticia.

3.5 Estrategia experimental

Para cumplir con los objetivos antes planteados se establecio la estrategia
que se muestra en la Figura 2. En primera instancia, se seleccioné la cepa de
Apergillus niger (donada por el cepario de la Facultad de Quimica), por su
capacidad de producir diferentes enzimas con un amplio uso comercial; la
resiembra de la cepa se hizo cada dos meses, utilizando tubos con medio PDA
inclinado. La fase experimental se dividi6 en dos etapas.

La primera etapa consistié en la caracterizacion de las vinazas y el suero de
leche, determinando composicidon quimica y propiedades fisicoquimicas como:
demanda quimica de oxigeno (DQO), nitrégeno amoniacal, sulfatos, azlcares
reductores, azlcares totales, proteina total, metales, densidad, pH, sélidos totales
y metales. De acuerdo al analisis de carbohidratos (contenido de carbono) de los
dos sustratos, el sustrato con mayor fuente de carbono se decidi6 ponerlo en
mayor proporcién para la formulacion inicial del medio cultivo, por lo que se fijaron
10 partes de las vinazas por 90 partes de suero. Para la estandarizacion del
indculo, se realizé la seleccién de los medios (WA, PDA, PCA) de esporulacion;
los criterios de seleccion fueron obtener una concentracion de esporas de
1x10%sporas/mL en el menor nimero de placas inoculadas y un tiempo corto
de esporulacion. Seleccién de los medios D, E y suero de leche acondicionado
(ver materiales y métodos) para inéculo. A estos medios de cultivo se les evalué
los siguientes parametros: tiempo de crecimiento del hongo (h), concentracion
celular (g/L) y morfologia celular. Seleccionado el medio de cultivo para inéculo,
el siguiente paso fue establecer cual fase del crecimiento celular (edad del
in6culo) es la mas apropiada para llevar a cabo la inoculacién del medio de
produccion. Para esto se evalud al inicio, mitad y término de la fase exponencial;
asi como, la cantidad de inéculo necesaria, ensayandose 5y 10 % (p/V). Como
ultimo paso de la etapa se optimizo la formulacion del medio de produccion, para
maximizar las respuestas de biomasa y proteina. Se empleé un Disefio
Compuesto Central ortogonal y la Metodologia de Superficie de Respuesta (MSR),
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teniendo como puntos centrales las proporciones iniciales de las vinazas y suero
de leche de 10y 90 partes.

La segunda etapa consistidé en una serie de cultivos llevados a cabo a nivel
de matraz (250 mL) y en un biorreactor de 3 L de capacidad nominal, empleando
suero de leche acondicionado, en ambos se vali6 nuevamente de MRS y de
DCC ortogonales para el disefio de los experimentos. Los cultivos en matraz se
evaluaron los efectos que determinan las condiciones de cultivo, estableciéndose
como factores a estudiar la temperatura (°C), velocidad de agitacion (rpm) vy
tiempo de cultivo (h) y como respuestas, la concentracion de biomasa, proteina y
actividad enzimatica especifica. La siguiente fase del experimento consistié en
realizar fermentaciones en un biorreactor de 3 L, con la finalidad de definir las
condiciones de operacion Optimas, estudiando el efecto de la velocidad de
agitacion (rpm) y el flujo de aire (mL/min), sobre las respuestas de biomasa,
actividad enzimatica, proteina total y generacion de azucares reductores. Por
altimo, al remanente obtenido del cultivo, se le realizé una prueba de toxicidad
aguda empleando semillas de plantas vasculares para determinar el grado de
toxicidad (OECD, 1984).

27



Cepa Suero de Vinazas
Aspergillus niger leche E
Conservacion T
de la cepa !
¥ v Anélisis A
Seleccion del Seleccion del medio Fisicoquimico
medio para in6culo para esporulacion

\ 4
Estandarizacion del Disefio y formulacion
inéculo del medio de cultivo
A\ 4 a__ .o 1
T Establecimiento de las
Analisis Matraz ——"| condiciones de cultivo
: PrOtEicoy EEEEEENEEN, FJEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEER
[T N .. < . [
: aCthldad < IIIIIIIII‘IIIIIIIIIIII . .
enzimatica Cultivos en Ide_ntlflcacmn de las
Biorreactor »| Vvariables que afectan E
. el proceso
Caracterizacion / P
Fisica
A\ 4
Optimizacion de las T
’ condiciones de
e operacion
Cuantificacion de la P
actividad enzimatica. A
\ 4
Analisis
preliminar
v de resultados P
-/ A 4
Obtencién de bas d cidad
resultados y su analisis |« Prue ias € toxicida
preliminar del remanente
A
Anélisis integral de | 2
resultados )

Figura 1. Diagrama general de la estrategia experimental.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Vinazas

Las muestras de vinazas fueron recolectadas del ingenio azucarero “El
Potrero”, que se encuentra ubicado en el municipio Martinez de la Torre
perteneciente al Estado de Veracruz, México, directamente de la planta productora
de alcohol etilico, en el mes de junio 2006. Las muestras fueron guardadas en un
recipiente de polietileno, refrigeradas e inmediatamente transportadas al
laboratorio. El liquido fue guardado en el refrigerador a -4 °C hasta su analisis y
utilizacion en la etapa experimental.

4.2 Suero de leche

El suero de leche fue recolectado del laboratorio de Alimentos y
Biotecnologia, de la Facultad de Quimica, UNAM. La muestra fue almacenada en
un recipiente de polietileno y refrigerada a -4 °C. El suero de leche fue
acondicionado para poder llevar a cabo las fermentaciones tanto a nivel de matraz
como a nivel fermentador (Figura 3). El tratamiento consisti6 en una
desproteinizacion, aplicando tratamiento térmico en una autoclave (Felisa,
México D.F.) a 115 °C y 1.5 Kg/cm?durante 15 minutos. Después se dej6 enfriar
durante 24 horas a temperatura ambiente, se decantd para remover las proteinas
precipitadas y se filtr6 con papel filtro Whatman N° 40. Posteriormente el pH se
ajusté a 4.2 con HCI 6N y se esterilizd, en los matraces o en el fermentador,
utilizando nuevamente el autoclave a 115 °C, a una presién 1.5, Kg/cm? durante
15 minutos.

Figura 1. Desproteinizacion del suero aplicando tratamiento térmico
A) Antes, B) Después.

4.3 Microorganismo y medios de cultivo.

Cepa.
La cepa utilizada para esta investigacién fue Aspergillus niger, donada
por el cepario de la Facultad de Quimica, UNAM.
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Conservacion de la Cepa

La cepa se conservo en forma esporulada, la resiembra se hizo cada
2 meses por picadura, utilizando tubos inclinados con medio agar papa
dextrosa (PDA) y refrigerando a una temperatura de -4 °C. La composicion
del medio es la siguiente:

Medio A. PDA g/L
Infusion de papa 4
D-glucosa 20
Agar-agar 15

Esporulacion de la cepa

Con la finalidad de contar con un medio de cultivo sélido que al ser
inoculado con Aspergillus niger nos proporcionara una concentracion de
esporas arriba de 1X10° esporas/ml, se evaluaron los medios A, By C,
inoculados con una solucibn de esporas con concentracion
1X10%esporas/mL, utilizando la técnica de extension con varilla dentro de una
zona de esterilidad, después incubados por 5 dias a una temperatura de 28
o
C.

Medio B. Agar papa- zanahoria g/L

Infusion de papa 20
Infusion de zanahoria 20
Agar-agar 20
Agua destilada 1L

Medio C. Agar agua (WA) g/L
Agar-agar. 20

Agua destilada 1 L.

4.4 Estandarizacion del in6culo

La preparacion del stock de esporas se realizé a partir del cultivo de
Aspergillus niger en medio minimo soélido. Partiendo del cultivo en placa de
agar, se lavo la superficie del cultivo con 10 mL de disolucion al 2 % de
Tween® 20 para forzar asi el desprendimiento de las esporas. La disolucion
de lavado se centrifugé a 2800 g por 3 minutos en una centrifuga; se
decantd y se resuspendieron las esporas en 2 mL de disolucion
crioprotectora de glicerina (5% v/v) y lactosa (10% p/v). Se repitid el paso
anterior, centrifugar 2800 g por 2 minutos y se decantar. Finalmente se
resuspendieron las esporas en 5 mL de disolucién crioprotectora. Después
se midié la concentracion y se realizé la dilucidbn oportuna para obtener la
concentracion de 10x10%sporassmL. Por Gltimo se realizaron alicuotas de 2
mL y se almacenaron debidamente etiquetadas a -4 °C.
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Determinacion de concentracion de esporas

Para determinacion del nidmero de esporas en la suspension se
realizé el siguiente tratamiento, se prepararon distintas diluciones y se
procedié a la estimacion de sus concentraciones realizando recuentos en
camara de Neubauer directamente en el microscopio. Los recuentos se
realizaron en los cuatro cuadrados de las esquinas que, a su vez, estan
divididos en 16 cuadrados cada uno (Figura 4)

Figura 2. Esquema de camara de Neubauer

El area de cada cuadrado grande es de 1 mm?y la profundidad de 0,1 mm,
de forma que el volumen total de recuento es:

Volumen total = 4 cuadros - 1 mm? - 0,1 mm = 0,4 mm*®= 0,4 pL
y la concentracion de esporas: esporas mL™ = nimero de esporas / (0,4- 10°%)
Germinacion de esporas
Para la germinacion de las esporas se evaluaron dos medios de
cultivo (D y E) con 200 mL de medio, en matraces de 250 mL. Se incub6 a

28°C, 150 rpm durante 150 horas en una incubadora (New Brunswick
Scientific, Co). La composicion de los medios es la siguiente:

Medio D g/L
Sacarosa 140
NH4NO3 2.25
KH,PO,4 1.00
MgSO.* 7H,0 0.25
FeNH2(S04)(2H,0) 0.1 mg/L
pH 4.2 con HCI
Medio E g/L
Lactosa 140
NH4NO3 2.25
KH,PO,4 1.00
MgSO.* 7TH,0 0.25
FeNH2(S04)(2H,0) 0.1 mg/L
pH 4.2 con HCI
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Las esporas germinadas se utilizaron para la inoculacion de los
matraces conteniendo ya el medio de cultivo disefiado a partir de vinazas y
suero de leche.

4.5 La MSR utilizada en el disefio de experimentos.

En el disefio de experimentos de la optimizacion del medio cultivo de
produccion (proporciones de vinazas y suero de leche), asi como los cultivos
realizados en matraz y biorreactor, se utilizo un Disefio Compuesto Central
ortogonal empleando cinco niveles de cada factor (-o,-1, 0,+1,+a), para cada una de
las variables independientes y asi evaluar la respuestas establecidas. El disefio de
los experimentos se realizd con el paquete de Software JMP (v. 6.0), asimismo,
éste se empled para realizar el andlisis de varianza (ANOVA), analisis de regresion,
analisis canonico y la representacion grafica de los datos.

1
2

(L5

m. tratamientos factoriales
m. total de tratamientos

En los tres casos de estudio se establecieron Disefios Centrales
Compuestos ortogonales (DCC). Estos disefios comprenden una parte factorial,
la cual no permite por si misma la estimacion del error experimental. De ahi la
importancia de incluir en los ensayos los puntos centrales, los cuales permiten la
determinacion del error. Por otro lado, los puntos axiales o estrellas, al igual que
los puntos centrales son importantes en la elaboracién del disefio, ya que
proporcionan estimaciones precisas en todas las direcciones, facilitando la
ubicacion del éptimo, asi como la estimacion de los parametros de segundo orden.

4.6 Cultivos en matraz

Los cultivos en matraz se llevaron a cabo a una temperatura de 28 °C, con
agitacion de los cultivos a 150 rpm en una incubadora (New Brunswick Scientific,
Co). Todas las manipulaciones necesarias para la puesta en marcha de los
cultivos se realizaron en una campana de flujo laminar, de tal forma se tuvieran
condiciones estériles. Se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250 y 500 mL de
volumen nominal.
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Esterilizacion

La esterilizacion de todo el material necesario para los cultivos llevados en
matraces Erlenmeyer se realiz6 en una autoclave a 126 °C y 1.5 Kg/ cm?, durante
15 minutos.

Inoculacién

Para la preparacion del in6culo, este se inoculdé con una disolucion de
esporas con una concentracion de 10x10%sporas/mL. (descrita en el apartado
estandarizacion de inéculo). Para ello se empled la siguiente proporcion: 0,5 mL
de esta disolucion por cada 50 mL de medio, todas las manipulaciones se
realizaron en condiciones de asépticas.

En la optimizacion de la formulacion del medio de cultivo (vinazas + suero
de leche), se inocul6 a este, con un cultivo de 109 h de edad utilizando el medio
de cultivo E. Mientras que para los cultivos que emplearon solamente suero de
leche, ya sea en matraces o biorreactor, se empled, como indculo un cultivo de 41
h. Tanto en los cultivos de 109 h, como los de 41 h, se utilizé una cantidad del 10
% (V/IV).

4.7 Operacion del Biorreactor

Los cultivos llevados a cabo en el biorreactor tipo tanque agitado se
realizaron en modo lote a partir de precultivos con 41 horas de edad. Se calibro la
sonda de pH y se ajusta a 4.2, la temperatura también se ajusta a 25 °C, por otro
lado, la velocidad de agitacion, el flujo de aireacién se ajustan de acuerdo al
disefio experimental o condiciones de trabajo, una vez estables se calibra la
sonda de oxigeno al 100 % de saturacion y se procede a inocular. Para todos los
experimentos se realizaron cultivos control con el mismo in6culo y medio en
matraces Erlenmeyer de 500 mL con 100 mL de medio.

Esterilizacion

El biorreactor en conjunto, incluido el medio de cultivo y las sondas de pH y
oxigeno disuelto se esterilizaron mediante autoclave a 115 °C y 1 Kg/ cm? durante
15 minutos. También se esterilizaron las gomas de silicona, tubos de adicion, filtro
de aire, etc. Una vez esterilizados, todas las manipulaciones se realizaron en la
campana de flujo laminar.

Inoculacién

Una vez enfriado el medio de cultivo y establecidas las condiciones de cultivo se
procedié a inocular. Para ello se colocd la jarra en la campana de flujo laminar y se
vertio el precultivo en el interior a través del orificio de inoculacién. A continuacion
se volvid a colocar la jarra en el Sistema Applikon y se pone en funcionamiento.
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Toma de muestra

El biorreactor est4 equipado con un sistema especial de toma de muestras
gue evita la contaminacion consistente en un tubo en U, provisto de valvula de
cierre y alojamiento de rosca en el que encaja el frasco receptor y pera de goma
para succionar.

4.8 Métodos analiticos.

Determinacidén de biomasa por peso seco.

Un volumen de 5 mL de muestra se centrifugd a 3500 g por 10
minutos, el sobrenadante obtenido se almacend para su posterior andlisis, al
sedimento (biomasa) se filtré utilizando papel Wattman No. 4 previamente
pesado. Posteriormente se secd en una estufa a 100°C por 8 horas; por
diferencia de pesos se obtuvo el peso del micelio. Al sobrenadante obtenido
se le determinaron azucares totales, azlUcares reductores, proteina soluble
total y actividad enzimatica (Anexos Al, 2, 5y 6) realizando una dilucion
apropiada para cada uno.

Determinacién del coeficiente de transferencia de oxigeno (K_a) en el
biorreactor de 3 L.

Utilizando el método de sulfito de sodio se determind el coeficiente de
transferencia de oxigeno (Quintero, 1983). EI oxigeno presente en el agua es
abatido o eliminado por el sulfito. Se utilizaron diferentes condiciones de agitacion
y aeracion y las determinaciones, se hicieron a una temperatura a 24 °C. El
porcentaje de saturacion del oxigeno disuelto se midié utilizando un electrodo
galvanico. El porcentaje de saturacion fue convertido a unidades de concentracion
considerando que en la Ciudad de México la maxima saturacién de oxigeno en el
agua a 28°C es de 6.76 ppm de acuerdo a Bailey y Ollis (1977). Los valores del
coeficiente de transferencia de oxigeno se calcularon de manera tradicional a
través de las pendientes obtenidas al graficar la concentracion de oxigeno (C.) en
funcién del tiempo (t). Los valores referidos en el texto deberan entenderse como
(KLa)agua @ las condiciones de agitacion y aeracion indicadas.

Las velocidades de transferencia de oxigeno (VTO) se calcularon a partir de
los valores de K, a obtenidos, utilizando la ecuacion:

VTO= (KLa)agua *(C* = CL)
Asumiendo que C_. =0 y C*=6.76 mg O,/L
Donde: VTO = Velocidad de transferencia de oxigeno

KLa = Coeficiente global de transferencia de oxigeno
C.L = Concentracion de oxigeno en el liquido
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5 ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

5.1 Caracterizacion de las vinazas y suero de leche.

Se ha reportado que Aspergillus niger requiere de una buena fuente de
carbono, nitrégeno y micro-minerales para su crecimiento y funcionamiento
(Archer 2000; Ikram-UL et al., 2004), por lo tanto, las vinazas, asi como el suero
fueron analizados para determinar su composicidn quimica y propiedades
fisicoquimicas (Tabla 3). Se encontr6 que las vinazas Yy el suero de leche
presentan caracteristicas fisicas similares. Por ejemplo, las vinazas tienen un pH
ligeramente més acido que el suero. Con respecto a la densidad y sélidos totales,
el suero de leche presenta valores mas elevados que las vinazas. Estos datos
encontrados concuerdan con los datos reportados en la literatura (Kumar et al.,
1998; ICIDCA. 2000; Jelen 2003).

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de las vinazas y suero de leche. ND = No detectado,
NA = No analizado.

Parametro Vinazas Suero de leche Método Sensibilidad
Cantidad Cantidad
Densidad (g/ml) 1.068+0.003 1.16+0.02 Picnémetro | = ------
pH 4.48+0.06 4.5+0.02 Potencibmetro | = ------
Sdlidos totales 8.49+ 0.14 10.10+ 0.04 Refractometro | -
(%)
DQO total (mg/L) 76,800 100,012 Reflujo cerrado 40 a 40 mg/L
Sulfatos (g/L) 5.25+0.22 ND Turbidimétrico 5a 25 ppm
Acido
Fosfatos (mg/L) 0.02+0.05 0.34+0.03 vanadomolibdo- la5mg/L
fosforico
Nitrégeno 63.4+1.7 0.804+0.060 Indol-Fenol 10 a 400
amoniacal (mg/L) Limg/L
Proteina total 0.302+0.01 508.4+7.5 Bradford 0lal4
(mg/ml) mg/mL
Carbohidratos 1.3+0.21 9.05+0.01 Fenol-Sulfdrico 10 a 100
totales (%) ug/mL
Sacarosa ND NA HPLC
Glucosa ND NA HPLC
Hierro (mg/L) 1.20+0.04 NA Espectrofotometria 0.12 mg/L
de masas
Manganeso 2011 NA Espectrofotometria 0.05 mg/L
(mg/L) de masas
Magnesio (mg/L) 0.520+.2 NA Espectrofotometria 0.007 mg/L
de masas

Por otro lado, en la composicidon quimica de ambos se nota una gran
diferencia. Las vinazas presentan un alto contenido de sulfatos y amonio. Este alto
contenido en sulfatos se atribuye al tratamiento de acidificacion de la melaza con
acido sulfarico cuando se lleva a cabo la fermentacion alcoholica. El contenido de
proteina total y azucares totales en el suero fue de 508.4 mg/mL y 9.08 %,
respectivamente, estos resultados son elevados en relacibn a las vinazas y
concuerdan con lo reportado (Haroun et al., 2003). Con los resultados de ambos
sustratos se lleg6 a la conclusion que la fuente de carbono del medio de cultivo
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seria suministrada por el suero de leche; la fuente de nitrdgeno seria aportada
por ambos mientras que, metales como magnesio y hierro, por las vinazas.

5.2 Estandarizacién del in6culo.

De acuerdo a lo sugerido (Papagianni et al., 2006; Keith et al., 1992), la
concentracion de esporas es un factor determinante para garantizar que el hongo
Aspergillus niger presente una morfologia micelial cuando se cultiva en un cultivo
sumergido, independientemente de la composicion del medio, asi como de las
condiciones ambientales y de operacion. Por lo tanto se realiz6 la evaluacion de
medios de cultivo solidos: agar agua (AW), agar papa-dextrosa (PDA) y agar
papa-zanahoria (APC) (Bennett et al., 1992), los cuales proporcionardn una
concentracion de 1X10° esporas/mL utilizando el menor ndmero de placas. Para
esto, fueron inoculadas con una suspension de esporas, e incubadas a 28 °C,
durante 120 h. El medio de cultivo PDA cumplié con la concentracién de 1X10°
esporas/ML, obteniéndose una concentracion 536,250 esporas/mL por placa; es
decir que con dos placas inoculadas se obtuvo la concentracion deseada; por otro
lado los medios de cultivo APC y AW, no cumplieron con tal criterio. Los
resultados se muestran en la Tabla 4. De esta manera, el medio de cultivo PDA
se utilizé para cultivar las esporas de Aspergillus niger, mas tarde se emplearon
las esporas para la siguiente etapa del experimento, donde se evaluaron los
medios de cultivo para el in6culo

Tabla 2. Resultados obtenidos de la evaluaciébn de los medios de cultivo para

esporulacion del hongo Aspergillus niger, a 28 °C por 7 dias de incubacion.
Medio de cultivo Esporas de dos placas

(num. esporas/ mL)

Agar dextrosa-papa (PDA) 536,250
Agar papa-zanahoria (APC) 400,300
Agar agua (AW) 1080

Se considerd conveniente establecer una edad de inéculo, debido a que se
ha demostrado en diferentes especies que la edad del in6culo influye
significativamente en el crecimiento, la productividad y la reproducibilidad de los
procesos de cultivo (Hornbaek et al., 2004). De esta manera, la prolongacion de
fase de adaptacion esta en funcion del tamafio de inéculo y de la edad; asi
como de los cambios en la composicién y concentracion de los nutrientes que
experimenten las células. Por lo anterior la prolongacion del tiempo de fase de
adaptacion tiene un efecto directo en el rendimiento y productividad, afectando
directamente la economia del proceso. Se evaluaron dos medios de cultivo (D y
E) que permitieran obtener una cantidad de in6culo (concentracién de biomasa)
arriba de 1 g/L en el menor tiempo posible. Estos resultados se muestran en la
Figura 5.
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Figura 3. Cinética de crecimiento de Aspergillus niger, en los medios de cultivo D (®)y E
(m) para in6culo.

En esta grafica se muestra la evolucion del crecimiento de Aspergillus niger
en ambos medios de cultivo. En el medio D se prolonga mucho mas tiempo la fase
de adaptacion en relaciéon a la del medio E, en este ultimo se pudo visualizar que
es mucho mas corta esta fase, por lo tanto se obtiene una tasa de crecimiento
lineal de 0.07 h™. Dado que la edad del in6culo va influir en el tiempo de
adaptacién del microorganismo (fase Lag) en el medio fresco, entonces la edad
gue se tomd para inocular los medios de cultivo, para la optimizaciéon de los
diferentes volimenes (mL) de vinazas y suero del medio de cultivo fue de 109 h,
utilizando una cantidad del 10 % v/v. Por otro lado, la morfologia del hongo
desarrollada en estos medios (D y E), fue otro pardmetro importante para
discernir entre cual medio utilizar. En el medio E Aspergillus niger presento la
caracteristica miceliar o crecimiento filamentoso, por lo que este medio de cultivo
se utilizé para la siguiente etapa experimental. Los resultados se muestran en la
Tabla 5.

Tabla 3. Resultados obtenidos de la evaluacion de los medios de cultivo para inéculo.

Medio de Morfologia Edad de Tasa de
cultivo del hongo inéculo | crecimiento lineal
(h) (h")
D Pellets 121 0.05
E Micelio 109 0.07

5.3 Optimizacion del medio de cultivo mediante un disefio de superficie
de respuesta.
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Para la optimizacion de la formulacién del medio de cultivo se utilizo
un diseilo compuesto central ortogonal empleando cinco niveles de cada
factor (-a,-1, 0,+1,+a) (Tabla 6), teniendo como variables independientes las
vinazas y suero de leche y como variables dependientes la concentracion
de biomasa y proteina soluble total. Este disefio contemplé 12 tratamientos,
de los cuales 4 (2%) corresponden a la parte factorial, 4 tratamientos son
centrales y 4 tratamientos son axiales.

Tabla 4. Niveles de vinazas y suero de leche

Nivel Vinazas Suero de Leche
Proporcion mL Proporcion mL

-aL 1.21 8 1.21 170
-1 5 10 85 171
0 10 20 90 180
+1 15 11 95 190
+ou 1.21 30 1.12 192

Tabla 5. Matriz del Disefio Compuesto Central Ortogonal a utilizar en la formulacion del
medio de cultivo y respuestas obtenidas de biomasa y proteina a las 165 h de cultivo.

Tratamiento Suero de Vinazas Biomasa Proteina
leche (g/L) soluble
(mL) (mL) (mg/L)
1 189 11 3.0 159.3
2 190 10 2.2 111.2
3 170 30 2.8 97.2
4 173 27 2.4 94.0
5 179 21 2.2 111.2
6 181 19 2.0 107.0
7 192 8 2.2 97.0
8 171 29 2.4 96.2
9 180 20 2.4 102.6
10 180 20 2.2 57.2
11 180 20 2.2 77.0
12 180 20 2.0 94.0

A partir del disefio de la Tabla 7, la siguiente fase fue realizar los cultivos
utilizando matraces de 500 mL con 200 mL de medio de cultivo (volumen total);
estos fueron inoculados con el 10 % (v/v) de in6culo con una edad de 109 h
(Medio E), e incubados a 28 °C por 165 horas, con agitacion constante a 150 rpm.
Cabe sefialar que en todos los cultivos, el crecimiento de Aspergillus niger fue
elongacion apical en forma filamentosa obteniéndose cultivos altamente viscosos.
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En la Tabla A.10 (Anexo A.10) se presentan los promedios de 3 muestras de las
cinéticas de biomasa, consumo de carbohidratos, degradacién y produccién de
proteina y valores de pH de las muestras, procesadas a diferentes tiempos de
cultivo. A continuacion se discuten los resultados de las diferentes cinéticas y se
muestran los datos en forma gréfica.

En los 4 tratamientos factoriales, la fase de adaptacion se prolonga para todos los
tratamientos hasta las 50 h, pero en el tratamiento 1, se presenta primero una fase
de crecimiento lineal, obteniéndose la concentracion mas alta de biomasa al final
de 3.0 g/L, esto no sucede con los demas tratamientos. En el tratamiento 3
también se obtuvo una concentracidon de biomasa de 2.8 g/L, esto se presenta
en la Figura 6. Otros autores (Oshoma et al., 2005) empleando como medio de
cultivo fibra de arroz, reportan una maxima concentraciéon de biomasa de 2 g/L
entre el dia 6 y 7, y concluyen que este medio de cultivo es viable para producir
proteina unicelular, por lo tanto la combinacion de vinazas y suero de leche podria
ser un sustrato para producir proteina unicelular como alimento para animales.
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Figura 4. Cinéticas de crecimiento en los tratamientos factoriales. ® (189mL V, 11mL
S.L.), ® (190mL V, 10mL S.L.), A (170mL V, 30mLS.L.), ® (173mL V, 27mL S.L.). V=
vinazas, S.L. = Suero de leche.

El consumo de carbohidratos en los tratamientos 3 y 4 fue de 12.58 y 12.8
g/L, respectivamente. Este consumo mayor de la fuente de carbono, se justifica
con la mayor concentracion de biomasa obtenida en el tratamiento 3; mientras
gue en el tratamiento 4 pudo deberse a que en la fase Lag, la fuente de carbono
fue consumida para produccién de CO, o acidos organicos. Por otro lado en el
tratamiento 1, el consumo de fuente de carbono fue mucho menor (Figura 7). Este
comportamiento se debe a que la fase de crecimiento lineal se alcanza mucho
mas rapido, dado a que en esta etapa, la division celular es mucho mas activa,

39



entonces se obtiene mayor nimero de células. Por lo tanto, el resultado al término
del cultivo es una mayor concentracion de masa celular (Figura 6).
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Figura 5. Cinéticas de consumo de azlcares en los tratamientos factoriales. ® (189mL V,
11mL S.L.), ® (190mL V, 10mL S.L.), A (170mL V, 30mLS.L.), ¢ (173mL V, 27mL S.L.).
V =vinazas, S.L. = Suero de leche.
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Figura 6. Comportamiento del pH durante el cultivo en los tratamientos factoriales. ®

(189mL V, 11mL S.L.), @ (190mL V, 10mL S.L.), A (170mL V, 30mLS.L.), ¢ (173mL V,
27mL S.L.). V =vinazas, S.L. = Suero de leche.

Por otra parte, el pH después de las 25 horas de haberse iniciado el cultivo,
tiende a incrementarse linealmente en los tratamientos 1, 3 y 4, obteniéndose un
maximo valor de pH de 4.75, en todos los tratamientos, a las 100 h
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aproximadamente, mientras que en el tratamiento 2 siguid incrementandose hasta
terminado el cultivo. Por otro lado, el tratamiento 4 después de las 100 h se tuvo
un valor constante de 4.7 unidades hasta el término del cultivo, esto no sucede en
los tratamientos 1 y 3 donde el pH tiende a disminuir hasta 4.6. Esta caida del pH
se le atribuye a la excrecion al medio de acidos orgénicos (Santoro et al., 1999;
Murad et al., 2003; Mukhopadhyay et al., 2005) (Figura 8).

Con respecto a los perfiles de proteina en la parte factorial se observan dos
comportamientos. Primero se presenta una etapa de degradacion al inicio del
cultivo, esta degradacién se debe a que las células no tienen la suficiente fuente
de nitrégeno 0 no esta biodisponible en el medio, por lo que Aspergillus niger
excreta proteasas (Carlile et al., 1994) para protedlisis de las proteinas presentes
en el suero de leche y de esta manera obtiene el nitrégeno para su metabolismo.
De ahi que la fase de adaptacion de 50 h en las cinéticas de crecimiento tan
prolongada Se alcanzaron concentraciones minimas en el tratamiento 2 a las 72
h, mientras que para el tratamiento 1, 3 y 4 la concentracion minima se da en el
intervalo de 90 a 100 h de cultivo. Segundo, se presenta una etapa de sintesis
proteica; el tratamiento 1 fue el que registro el valor maximo de 159.8 mg/L (Figura
9).
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Figura 7. Cinéticas de degradacién y produccién de proteina total en los tratamientos
factoriales. ® (189mL V, 11mL S.L.), @® (190mL V, 10mL S.L.), A (170mL V, 30mLS.L.),
€ (173mL V, 27mL S.L.). V =vinazas, S.L. = Suero de leche.
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En los tratamientos axiales, la fase se adaptacion de las cinéticas de
biomasa, fue similar para los 4 tratamientos hasta las 50 h. Después de este
periodo, el aumento de la biomasa siguié un comportamiento lineal en todos los
casos, alcanzandose una concentracion maxima en el tratamiento 8 de 2.4 g/L. La
variabilidad de la biomasa obtenida en los 4 tratamientos, es menor comparada
con la de los tratamientos factoriales. Por otro lado, el mayor consumo de
carbohidratos se presentd en los tratamientos 6 y 8, consumiéndose un total de
23.25 y 25.75 d/L, respectivamente. Comparando estos resultados con los
obtenidos en todos los tratamientos factoriales (consumo mayor 12.8 g/L); hubo un
consumo de carbohidratos del doble en estos tratamientos axiales con respecto al
tratamiento factorial 4 (Figura 10).
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Figura 8. Cinéticas de crecimiento (simbolos sélidos) y consumo de carbohidratos
(simbolos vacios) de los tratamientos axiales. ® (179mL V, 21mL S.L. ® (181mL V, 19mL
S.L.), A (192mL V, 8mLS.L.), ¢ (171mL V, 29mL S.L.). V = vinazas, S.L. = Suero de
leche.

El pH en los tratamientos axiales 5, 6 y 7 antes de las 25 h permanecieron
constantes, después se presentd un incremento hasta alcanzar un valor maximo
de 4.6 en 5y 6, mientras que en 8 fue de 4.81, aproximadamente a las 100 h de
cultivo, después en todos se presentd un ligero descenso hasta el término del
cultivo; por otro lado en el tratamiento 8, el comportamiento es similar a los tres
tratamientos anteriores hasta las 25 h, pero después el pH se incrementa
gradualmente hasta el término del cultivo con un valor de aproximadamente 4.89.
Esta variabilidad, pudo deberse a que en estos puntos se presenta la mayor
incertidumbre, en cuanto a las proporciones o volimenes utilizados de ambos
sustratos (Figura 11).
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Con respecto a la produccion de proteina, el comportamiento es bastante
similar a los tratamientos factoriales degradacién y sintesis. Se alcanzaron valores
minimos en el intervalo de 70 a 110 h. Las fluctuaciones que se presentan
pueden deberse a que se da simultdneamente la sintesis y degradacion de
proteinas (Figura 12).
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Figura 9. Comportamiento del pH durante el cultivo en los tratamientos axiales. ®

(179mL V, 21mL S.L. ® (181mL V, 19mL S.L.), A (192mL V, 8mLS.L.), ¢ (171mL V,
29mL S.L.). V =vinazas, S.L. = Suero de leche.
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Figura 10. Cinéticas de degradacion y produccién de proteina en los tratamientos
axiales. ® (179mL V, 21mL S.L. ® (181mL V, 19mL S.L.), A (192mL V, 8mLS.L.), &
(A71mL V, 29mL S.L.). V =vinazas, S.L. = Suero de leche.
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Por dultimo, en los cuatro tratamientos centrales dado que en estos
tratamientos el volumen de las vinazas (20mL) y suero de leche (180mL) es el
mismo en los 4 tratamientos, los comportamientos de produccion de biomasa y
consumo de carbohidratos siguen un patrén similar, teniendo una produccion y un
consumo en promedio de 2.3g/L y 20g/L, respectivamente (Figura 13); lo mismo
sucede con el pH (Figura 14).
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Figura 11. Cinéticas de crecimiento (M) y consumos de carbohidratos (®) en los
tratamientos centrales (180mL suero de leche, 20mL vinazas).

La degradacion y sintesis proteica en estos tratamientos es bastante
parecida a la observada en los tratamientos factoriales y axiales, presentdndose
valores minimos en el intervalo de tiempo de 70 a 100 horas; cabe mencionar
qgue en los 12 tratamientos la concentracion de proteina final nunca rebasa la
concentracion inicial en 4.52 (Figura 14). Con respecto al pH, en los 12
tratamientos se mantuvo en un intervalo de 4.5 a 4.9 unidades. El pH extracelular
o del medio ha sido reportado que influye en la produccion de acidos como: la
induccion de &cido citrico a pH bajos, é&cido oxalico y glucénico entre pH 5 a 6
(Ruijter et al., 2002). Estos antecedentes sustentan las caidas de pH a las 100 h
en todos los tratamientos (excepto 2 y 8).
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Figura 12. Comportamiento del pH (M) y cinéticas de degradacién y sintesis de proteinas
(®) en los tratamientos centrales (180mL suero de leche, 20mL vinazas).

En general, en todos los tratamientos se tiene una fase de adaptacion del
in6culo en promedio de 60 horas, esto se debe a factores como la disponibilidad
de la fuente de nitrégeno, composicién del medio, transferencia de oxigeno, los
cuales al final del cultivo se vieron reflejados en rendimientos (YX/s),
productividades volumétricas y velocidades especificas de crecimiento (p)
globales. Obteniéndose valores el orden de 0.095 a 0.46 Qcélulas/gsustrato, 0.013 a
0.018 geslulas/L*h y 0.012 a 0.032 h, respectivamente (Tabla 8). La presencia de
metales en el medio de cultivo como Mn, Cu, Fe Zn, Moy Zn, estudios realizados
por diversos autores (Ali et al.,, 2001; Ali et al.,, 2005; Antonucci et al., 2001;
Bortles, 1986), la concentracibn de estos micronutrientes juega un papel
importante cuando se cultiva Aspergillus niger en presencia de estos. Por lo tanto,
eliminar las vinazas medio de cultivo, es una manera de poder mejorar los
rendimientos y productividades del proceso, para que este sea técnicamente
viable.
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Tabla 6. Pardmetros cinéticos del cultivo de Aspergillus niger, empleando diferentes
volimenes de vinazas y suero de leche.

Tratamiento H(h-1) Y (g células/sustrato) QX (gcélulas/L*h)
1 0.018 0.46 0.018
2 0.012 0.19 0.013
3 0.028 0.22 0.016
4 0.022 0.18 0.014
5 0.022 0.12 0.013
6 0.026 0.11 0.012
/ 0.028 0.22 0.013
8 0.021 0.09 0.014

9

10 Valor

11 promedio 0.032 0.11 0.013

12

Con los resultados presentados en la Tabla 7, se plante6 la posibilidad de
que se hubiese alcanzado o se estuviese muy proximo a un punto estacionario de
pendiente cero. Por este motivo, se hizo necesario caracterizar la superficie de
respuesta en la vecindad inmediata de este punto estacionario utilizando la
ecuacion canonica. Esta Ultima es una ecuacion de segundo orden que describe el
modelo matematico trasladado a un nuevo sistema de coordenadas, con el origen
en el punto estacionario rotando los ejes del sistema hasta que fuesen paralelos a
los ejes principales de la superficie de respuesta ajustada. Este andlisis, permitié
determinar si el punto estacionario era un punto de respuesta maxima, minima o
punto silla de montar. La naturaleza de la superficie de respuesta puede
determinarse a partir del punto estacionario, del signo y de la magnitud de los
coeficientes en la ecuacién. Los valores propios obtenidos para ambas respuestas
fueron positivos, indicando que se trataba de una respuesta minima (Tabla 9).
Ademas, esto se puede visualizar de forma grafica en las Figuras 15 y 16. En
ambas respuestas, tanto los puntos experimentales (puntos), como el modelo
matematico (sabana), la tendencia indica que se trata de una respuesta minima
para ambas respuestas. Asimismo los valores propios (0.242 y 22.86) de biomasa
como de proteina, estan asociados con vectores propios (0.951 y 0.896) del
factor suero de leche. El signo positivo de estos dos vectores, indica que el factor
estuvo en cascada ascendente en relacion a las respuestas estudiadas (Tabla 9).
Es decir, que cuando se aumentaba el volumen del suero ambas respuestas se
maximizaban.
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Tabla 7. Resultados del andlisis canonico (vectores propios y valores propios) para las

respuestas de biomasa y proteina
Respuesta Valores Vectores propios
propios Suero de Vinazas
leche

Biomasa 0.242 0.951 -0.311

0.073 0.311 0.951

Proteina 22.86 0.896 0.444

8.76 -0.444 0.896

Figura 13. Superficie de respuesta de biomasa en funcion de las vinazas y suero de

leche.
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Figura 14. Superficie de respuesta de la concentracion de proteina en funcion de las
vinazas y suero de leche.

5.4 Efecto de la suplementacion y la supresion de elementos

De acuerdo a la literatura, esta reporta en el suero de leche la presencia de
vitaminas, tales como: tiamina, acido pantoteico, riboflavina, entre otros; también
la presencia de factores de crecimiento como: fosfatidil colina y etanolamina;
microelementos (Mg, Ca, P, Na y K); asi como carbohidratos (lactosa y &cido
lactico) y proteinas (Kononovich, 1979; Schultz et al., 2006). Con la finalidad de
probar si el suero de leche provee los elementos mencionados, o bien, si estos
son eliminados o desnaturalizados después del tratamiento térmico al que es
sometido el suero de leche. Se prepardé un medio de cultivo a partir de suero de
leche suplementado con extracto de levadura, NH;SO,4, y KH,PO,4. Estos ensayos
fueron realizados por duplicado, transcurrido el tiempo de cultivo de 96 h se
tomaron muestras del cultivo con el objetivo de evaluar la biomasa generada y la
actividad del enzima B-galactosidasa. Como control se utilizé el medio E descrito
en materiales y metodos.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 17 e indican que en
relacion a los parametros evaluados biomasa producida y la actividad enzimatica
de la pB-galactosidasa, no hay diferencias significativas, entre el suero sin
complementar (biomasa 3.15 g/L y 870 U/gcélulas) y suero complementado
(biomasa 3.14 g/L y actividad enzimatica 892 U/gcelulas). La adicion de los tres
componentes al suero de leche provee a este una cantidad no limitante, es decir
que no hay necesidad de complementacion, por lo que estos pueden ser
suprimidos. Saad, 2004 mostré en sus experimentos el mismo fenbmeno e

48




incluso se registraron actividades menores de la B-galactosidasa empleando otras
especies de Aspergillus. Por lo tanto, el suero de leche puede ser utilizado por si
solo para realizar los cultivos subsecuentes.

10

8 = OBiomasa
(9/L)

6

4 B Actividad
enzimatica

2 - especifica
(U*100/g cel)

0 -

Control Suero* Suero**  K2HPO4 E.L. (NH4)S04

Suero* = con todos los elementos, Suero**= sin ningln elemento, E. L. = Extracto de levadura
Figura 15. Efecto de la adicion y supresién al suero de elementos en la produccion de

biomasa y la actividad enzimética de f—galactosidasa.

Evaluacion del suero de leche como medio de cultivo para inéculo.

En el presente estudio se decidié evaluar el suero de leche como medio de
cultivo para in6culo, esperando minimizar la fase de adaptacion en los cultivos de
produccion a nivel de matraz y biorreactor, y del mismo modo tratar de reducir
tiempo y costos al momento de utilizar el medio E antes evaluado.

Con base en lo establecido, se consider6 conveniente estudiar el efecto de
la edad y la cantidad del inéculo micelial sobre la actividad de la B-galactosidasa
en matraces. De acuerdo con el perfil de crecimiento observado en experimentos
anteriores (Figura 18), se decidio probar cultivos con tres diferentes edades: 24 h
(inicio de la fase lineal), 41 h (fase intermedia lineal) y 65 h (término de la fase
lineal). En cada una de estas edades se probaron 2 proporciones 5 y 10 %,
inoculando matraces de 500 mL, con 180 mL y 190 mL de suero acondicionado, e
incubados a 28 °C, con agitacién constante de 150 rpm, por un periodo de
cultivo de 72 h.
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Figura 16. Cinética de crecimiento de Aspergillus niger en suero de leche acondicionado,
inoculado con una solucién de esporas 1X10° esporas / mL.

Los indculos de 24 y 65 h, con una concentracion de 5% v/v mostraron
una fase de adaptacion mucho mas prolongada, comparada con la concentracion
de 10 % v/v. Con un 10 % se alcanz6 una actividad de 200 U/gcéiulas antes de las
40 h, mientras que con 5 % v/v sucedi6 a las 50 h de cultivo. Ambos inéculos
presentan un retraso en la aparicion de la actividad; la méxima actividad
enzimatica registrada fue de 800 U/gecélulas Yy esta se presentd al término del
cultivo, en ambas concentraciones (5 y 10 % v/v). Este hecho se atribuye, por un
lado, a que el in6culo de 24 h no se encuentra en la etapa mas activa de division
celular y por el otro lado, a que el inéculo de 72 h ya que estaba cerca de la fase
estacionaria donde la mayoria de las células no se encuentran en un estado
viable. En ambos casos se presenta un efecto de retraso en la producciéon de
biomasa. Lo anterior conlleva a tener un efecto directo en la produccion de la p-
galactosidasa y su actividad enzimatica. Con respecto al in6culo de 41 h,
utilizando la cantidad de 10 % v/v aproximadamente, a las 25 h se registra una
actividad de 200 U/gcéiulas, después se muestra un incremento gradual de la
actividad, hasta el término del cultivo, obteniéndose una actividad de 1100 U/g
células. Por otro lado, empleando un 5 % v/v de inéculo se registrd una actividad de
200 Ul/geenlas a las 27 h, aunque la actividad sigue aumentado hasta las 60 h,
registrandose un valor maximo de 1000 U/ geeélulas. Sin embargo, con el 10 % de
indculo, segun la tendencia del grafico la actividad, sigue incrementandose
después de las 72 h de cultivo. (Figuras 19 y 20). Por otro lado, las velocidades
especificas de crecimiento (u) de los diferentes cultivos muestran (Tabla 10) que
el valor maximo obtenido fue de 0.054 h ! con un tiempo de duplicacién de 12.83
h, cuando se utilizé la cantidad del 10 % y una edad del 41 h. Por lo tanto, para
llevar a cabo todas las corridas, tanto a nivel matraz, como biorreactor, se utilizé
una cantidad de inoculo del 10 % (v/v), con una edad del 41 h.
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Tabla 8. Parametros cinéticos de Aspergillus niger de los cultivos para inéculo.

% Inéculo Edad (h) p(h?" tq (h)
5 24 0.042+0.002 16.55+£1.0
5 41 0.039+0.001 17.77+0.8
5 65 0.021+0.001 33.00+0.9
10 24 0.045+0.002 15.40+1.2
10 41 0.054+0.003 12.83+0.7
10 65 0.034+0.004 20.38+1.4

5.5 Establecimiento de las condiciones de cultivo 6ptimas a nivel de
matraces utilizando la Metodologia de Superficie de Respuesta.

Muchos autores han establecido la importancia de los factores como
pH, temperatura, velocidad de agitacién y tiempo de fermentacion en la produccién
de la enzima B-galactosidasa (Furlan et al.,, 2002, 2001; Fekete et al., 2002;
Rajoka et al., 2003; Hus et al., 2005; Konsoula et al., 2007; Dagbagli et al., 2008).
De esta manera el disefio consistio en 20 experimentos que contenian 6 réplicas
del punto central, 6 puntos axiales y 8 puntos factoriales. Los factores en estudio
fueron temperatura, velocidad de agitacion y tiempo de cultivo. Los niveles y
resultados experimentales se presentan en la Tabla 11y 12.

Tabla 9. Niveles de temperatura, velocidad de agitacién y tiempo de cultivo para
establecer las condiciones 6ptimas a nivel de matraces.

Nivel Temperatura Velocidad de Tiempo de cultivo
(°C) agitacion (h)
(rpm)

-oL 23 74 72
-1 25 100 80
0 28 150 95
+1 31 200 110
+ol 33 226 117

Los 20 experimentos fueron realizados en un solo bloque con el fin de permitir el
analisis de la influencia de tres factores sobre las tres respuestas: concentracion
de biomasa, concentracion de proteina soluble y la actividad enzimatica
especifica. Matraces de 250 mL con 45 mL de suero de leche acondicionado
fueron inoculados con 5 mL de in6culo con una edad de 41 h. El intervalo de
biomasa generada estuvo entre 2.01 y 3.81 g/L, la concentracion de proteina se
encontré entre 5.56 y 14.89 mg/L y la actividad enzimatica especifica se registrd
de entre 655 y 1523 U/geélulas. Aspergillus niger mostré la mas alta actividad
especifica (1523 U/ geélulas) en el tratamiento 12, cuando las condiciones fueron
28°C, 226 rpm y 96 horas. Con un rendimiento y productividades volumétricas de
biomasa y producto de 0.47 (células/gsustrato, 58.51U/L*h, 0.038gcslulas/L*h,
respectivamente (Tabla 15). La temperatura optima de 28°C hallada en este
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estudio concuerda con estudios realizados (Revender et al., 2006) con Aspergillus
oryzae cultivado en grano de arroz.

Tabla 10. Valores de biomasa, proteina y actividad enzimética de los diferentes
tratamientos.
Factores Respuestas
Tratamiento | Temperatura | Vel. de | Tiempo | Biomasa | Proteina | Actividad
(°C) agitacion de (g/L) (mg/L) | Enzimatica
(rpm) cultivo (U/gceulas-)
(h)
1 25 100 80 2.1 12.04 1250.0
2 25 200 110 3.6 7.29 754.0
3 31 100 110 2.2 5.56 655.0
4 31 200 80 3.3 12.52 1260.0
5 25 100 110 3.6 6.64 698.0
6 25 200 80 3.8 14.89 1010.0
7 31 100 80 2.2 8.64 1250.0
8 31 200 110 3.3 7.12 714.0
9 23 150 95 2.8 10.97 1018.1
10 33 150 95 2.1 8.42 908.1
11 28 74 95 2.0 5.68 987.2
12 28 226 95 3.6 13.88 1523.0
13 28 150 72 2.7 14.51 1200.2
14 28 150 117 3.4 6.12 600.0
15 28 150 95 3.5 11.45 1110.2
16 28 150 95 3.0 11.35 1115.0
17 28 150 95 2.9 11.52 1112.0
18 28 150 95 3.0 11.29 1110.8
19 28 150 95 3.3 11.49 1111.9
20 28 150 95 3.1 11.40 1114.8

En la Figura 21 se representa el grafico de Pareto. Este tipo de grafico
permite estudiar la influencia de las variables sobre la respuesta (concentracion de
biomasa, proteina y actividad enzimatica) y las interacciones entre ellas. Es
importante aclarar que el signo que presentan los coeficientes determinan la forma
como la variable influye en el sistema y da una idea de la direccién a seguir en los
experimentos siguientes para ubicar el 6ptimo. Un signo positivo para una variable
determinada, indica que debe incrementarse esta variable para que la respuesta
pueda maximizarse, del mismo modo un signo negativo indica que la variable
debe disminuirse para maximizar la respuesta. El valor absoluto da una idea de
la magnitud del cambio que hay que hacer en el valor de la variable (temperatura,
velocidad de agitacion o tiempo de cultivo) y de su efecto sobre la respuesta.
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En este contexto, el grafico de Pareto sugiere que la temperatura debe ser
disminuida en 3.27 unidades para aumentar la concentracion de biomasa, por otro
lado la velocidad de agitacidon debe ser incrementada en 6.66 unidades para
obtener una mayor concentracion de biomasa. Este Ultimo pardmetro, esta
relacionado con potencia volumétrica especifica (P/V) la cual afecta de manera
directa la velocidad de transferencia de oxigeno, conforme se aumenta la
velocidad de agitacion se transfiere mayor energia la medio de cultivo y se
incrementa la transferencia de oxigeno, siempre y cuando no se rebase la
viscosidad critica. Se estimo la potencia entregada al sistema de acuerdo a lo
reportado por Blchs et al., 2000 (tabla 14), en la figura 33 se muestra el efecto de
la potencia especifica sobre el crecimiento de Aspergillus niger, en ella se aprecia
gue conforme se incrementa la potencia se incrementa la masa celular. Estudios
realizados en Azotobacter vinelandii por Pefia, et al., 2007 muestran que la
velocidad de transferencia de oxigeno esta intimamente ligada con potencia
especifica entregada al medio hasta cierta viscosidad critica. Desde el punto de
vista morfoldgico y fisiolégico autores como Wongwicharn et al., 1999, Rahardjo et
al., 2005, han mostrado que la disminucion de la tension de la disolucién de
oxigeno (DOT) por debajo de 0 % reduce la intensidad de ramificacion y la
longitud activa de la hifa, este fendbmeno impide que el hongo pueda llegar a areas
ricas en nutrientes, por otro lado, el oxigeno juega un papel importante en la
cadena respiratoria como aceptor final para la generacion de energia (ATP);
nutriente en sintesis de acidos grasos y esteroles para la pared celular. De ahi la
importancia de suministrar este elemento  a medio de cultivo ya que se afecta
severamente con efectos irreversibles sobre el crecimiento celular o generacion
del producto.

Por otra parte, los tres términos que se encuentran por debajo de la linea de
la significancia estadistica seran cancelados en el modelo final, debido a que
estos factores no tienen una influencia representativa a la hora de estimar la
respuesta.

VA

TC
T*T
VA*TC
T*TC
VA*VA
T*VA
TC*TC

Figura 19. Grafica de Pareto de las tres variables estudiadas para biomasa (T:
temperatura, VA: velocidad de agitacion, TC: tiempo de cultivo. Los valores al lado de la
barra indican el coeficiente de contraste y el orden de importancia de las diferentes
variables en que puede afectar a la variable de respuesta. La linea indica el valor critico
de significancia.
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La Tabla A.12.2 (Anexo A.12) se muestra el analisis de varianza (ANOVA)
con la significacion estadistica para los efectos sobre la concentracion de
biomasa. Respecto a la generacién de biomasa, cinco efectos presentan valores
de P inferiores a 0.05, indicando que son estadisticamente significativos en un
intervalo de confianza del 95 %. Estos efectos fueron la temperatura (T), velocidad
de agitacion (VA), tiempo de cultivo (TC) y el efecto cuadrético de la temperatura
y la interaccion entre la velocidad de agitacion y tiempo de cultivo.

Considerando los valores del estadistico F de la Tabla A.12.2 (Anexo A.12),
y los pardmetros ingenieriles, morfoldgicos y fisiolégicos se llega a la conclusion
qgue el cambio en la velocidad de agitacion en el sistema es el efecto que causa
una mayor variacion en la concentracion de biomasa. Este hecho es debido a que
el oxigeno es un sustrato limitante en un sistema aerobio y una forma de aumentar
la oferta de este sustrato es mediante la agitacién, ya que esta variable tiene un
efecto directo en el area de transferencia de oxigeno, la cual se ve favorecida
cuando se aumenta la velocidad de agitacion ocasionando una mayor
oxigenacion del medio de cultivo, teniendo como resultado un incremento en la
biomasa. El valor del estadistico R? (Tabla A.12.2 ) indica que el modelo explica el
90.93 % de la variabilidad en la concentracion de biomasa. El resultado no
significativo de la falta de ajuste indica no hay necesidad de probar otros modelos.

Del analisis de regresion de los datos de la Tabla 12 por el método de
minimos cuadrados se obtiene el siguiente modelo ajustado de segundo orden:

Biomasa(g/L)=3.16695 — 0.24721T + 0.502796VA + 0.183065TC -0.16T*TC -
0.215VA*TC - 0.18822 T*T

Siendo T, VA y TC, la temperatura, velocidad de agitacién y tiempo de cultivo,
respectivamente. Los valores de las variables de la ecuacién corresponden a sus
unidades originales, (Tabla 12).

En las Figuras 21, 22 y 23 se presentan las graficas de superficie de
respuesta y contornos. Con esto se explica la interaccion de los factores
estudiados y es posible encontrar la condicién 6ptima de cada factor requerido y
como afectaron el crecimiento del hongo. Se observé que al aumentar la velocidad
de agitacion hasta 200 rpm, aumenta en forma lineal la concentracion de biomasa
hasta alcanzar un valor de 3.8 g/L. Para una agitacion mayor a 200 rpm, la
concentracion de biomasa disminuye. Por lo que, la velocidad de agitacion de 200
rom fue considerada la éptima. Por otro lado, la produccion de biomasa se
comportd con respecto al tiempo de cultivo de manera lineal, alcanzandose una
concentracion maxima 3.81 g/L a las 80 horas. Un tiempo de cultivo arriba de 80
horas, la concentracion de biomasa empieza a disminuir. Una explicacion del
comportamiento, se debe a que los nutrientes empiezan a ser limitantes para el
microorganismo, asi como, el microorganismo estando en la fase estacionaria su
actividad metabdlica es menor asi como la pérdida de viabilidad. La temperatura
fue una de los factores que tuvo un efecto mas drastico en la produccion de la
biomasa, ya que temperaturas por abajo o arriba de 25 °C, tienen un efecto
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adverso sobre la generacion de la biomasa. Se obtuvo un valor maximo de 3.81
g/L a 25 °C. Las condiciones dptimas para esta respuesta fueron 25°C, 200 rpm y
80 horas para obtener la concentracion de biomasa maxima

Figura 20. Representacion grafica de superficie y contornos para la respuesta biomasa
en funcién de velocidad de agitacion (rpm) y temperatura (°C).

Figura 21. Representacion grafica de superficie y contornos para la respuesta biomasa
en funcion de la temperatura (°C) y tiempo de cultivo (h).
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Figura 22. Representacion grafica de superficie y contornos para la respuesta biomasa
en funcién de velocidad de agitacion (rpm) y tiempo de cultivo (h).

El analisis canénico mostré que se obtuvo un punto estacionario de tipo
silla (Figuras 22, 23 y 24). Lo antes expuesto se sustenta con los tres valores
propios obtenidos, dado a que se obtuvo una combinacién de nimeros negativos
y positivos; por otro lado, el valor propio mas alto (0.156) esta asociado con el
factor tiempo de cultivo (0.843), el signo positivo del vector propio mas alto indica
que la respuesta de la biomasa estuvo en cascada ascendente hasta las 80 horas
de cultivo con este factor. ElI proximo valor propio mas alto (-0.105), esta
relacionado con la velocidad de agitacion (0.873), mientras que el valor propio mas
pequefio (-0.224), estd asociado con factor temperatura (0.966). El signo de
ambos vectores asociados son positivos, indicando que la respuesta estuvo en
direccién de cascada ascendente para maximizar la respuesta, aunque de una
forma minima en relacion al tiempo de cultivo (Tabla 13).

La Figura 25 representa el grafico de Pareto en orden decreciente de la
importancia de los factores y de las interacciones sobre la concentracion de
proteina, en ella se puede observar que los tres efectos cruzados y un efecto
cuadratico puro, estan por abajo del nivel de significancia (P=0.05), lo que indica
que estos efectos no tienen relevancia en el modelo. Por otro lado, el tiempo de
cultivo de acuerdo al grafico debe ser disminuido 11 unidades para maximizar la
concentracion proteina, estos resultados dan un indicio de que las proteinas
pueden estar siendo degradadas con una mayor frecuencia, una vez que se
sobrepasa el tiempo de cultivo Optimo, o que el microorganismo una vez
alcanzada la fase estacionaria excrete en menor cantidad proteinas o que estas
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estén siendo degradas por proteasas. Un efecto contrario sucede con la
velocidad de agitacién, donde se requiere que se aumente 7 unidades, para
maximizar la respuesta.

TC
VA

TC*TC
VA*VA
T*TC

VA*TC .
VA ' P=0.05

Figura 23 Grafica de Pareto de las tres variables estudiadas para proteina producida T:
temperatura, VA: velocidad de agitacion, TC: tiempo de cultivo) los valores al lado de la
barra indican el coeficiente de contraste y el orden de importancia de las diferentes
variable en que puede afectar a la variable de respuesta. La linea indica el valor critico de
significancia.

La Tabla A.12.3 (Anexo A.12) corresponde al analisis de la varianza
(ANOVA) con la significacion estadistica para los factores y sus interacciones
sobre las concentraciones de proteina. En este caso, cinco efectos tuvieron
valores de P inferiores a 0,05. La velocidad de agitacion y el tiempo de cultivo
fueron los factores que generaron mayor variacion en la biosintesis de proteina.
También la temperatura tuvo un efecto significativo; asi como los efectos
cuadraticos de la de la temperatura y tiempo de cultivo. El valor del estadistico
R? (Tabla A.12.3) indica que el modelo explica el 95.58 % de la variabilidad en la
concentracion de proteina. La prueba de falta de ajuste fue altamente significativa
indicando que existe la posibilidad de probar otros modelos que representen el
sistema.

Los datos contenidos en la Tabla 11, han sido utilizados para ajustar un
polinomio de segundo orden con el fin que permita estudiar el efecto de los
factores sobre la produccion de proteina:

Proteina (mg/L)=11.435602 — 0.8622666T + 1.6950894VA -2.709199TC +
0.2425T*VA +0.565T*TC -0.565VA*TC — 0.78466 T*T -0.74811TC*TC —
0.51635VA*VA

Siendo T, VA y TC la temperatura, velocidad de agitaciéon y tiempo de
cultivo, respectivamente. Los valores de las variables de la ecuacion corresponden
a sus unidades originales (Tabla 12).
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El las Figuras 26, 27 y 28 se presentan las graficas de superficie de
respuesta y contornos para la concentracion de proteina, en ellas se puede
visualizar claramente que conforme la velocidad de agitacion aumenta, el nivel de
proteina en el medio también se incrementa, mientras que cuando la temperatura
aumenta de 22 a 25 °C la concentracion de la proteina también se incrementa,
caso contrario sucede cuando la temperatura disminuye de 31 a 25 °C, por lo
tanto un punto maximo de concentracion de proteina a 25 °C es de 148.9 mg/L.
Este mismo comportamiento se presenta en Figura 27 y 28, donde el tiempo de
cultivo 6ptimo se da a las 80 h, por arriba o debajo de este valor la concentracion
de proteina se ve disminuida. El analisis candnico para la respuesta de proteina se
observa que todos los valores propios son negativos, indicativo de que el punto
estacionario es un maximo (Tabla 13). El valor propio méas alto (-0.264) esta
asociado con el tiempo de cultivo, mientras que el proximo mas alto (-0.639) vy el
valor propio mas pequefio (-0.639), ambos valores propios estan asociados a la
velocidad agitacion, indicando que la superficie de respuesta fue poco sensible a
este factor, pero con mayor efecto que el factor temperatura. Sin embargo, podria
decirse que el factor que mas influyo en los cambios de concentracion de proteina
fue el tiempo de cultivo.

Figura 24. Representacion grafica de superficie y contorno para la respuesta proteina
en funcion de velocidad de agitacién (rpm) y temperatura (°C).
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Figura 25. Representacion grafica de superficie y contorno para la respuesta proteina
en funcion de temperatura (°C) y tiempo de cultivo (h).

Figura 26. Representacion grafica de superficie y contorno para la respuesta proteina en
funcion de velocidad de agitacion (rpm) y tiempo de cultivo (h).
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De acuerdo al andlisis de varianza de la Tabla A.12.4 (Anexo A.12), se
observa que existen diferencias significativas entre los tratamientos, es decir los
cambios observados en la actividad enzimatica se deben a los tratamientos, por lo
cual se justifica la optimizacion de las condiciones de cultivo a través de esta
variable de respuesta. Por otro lado, los valores de la respuesta de actividad
enzimatica presentaron una mayor variabilidad, con respecto a las dos anteriores
respuestas con un coeficiente de variacion de 11.6 %, este valor mayor se debe a
gue en este tipo de ensayo, son mucho mas factores a controlar o algunos no
fueron considerados al momento de determinar la actividad enzimatica.

El coeficiente de regresion R? fue de 0.8703 lo cual indica confiabilidad en
la respuesta, debido a que el 87.03% de los valores se ajustan al modelo de
regresion planteado. La falta de ajuste, resultd altamente significativa, indicativo
que hay un sesgo en la respuesta estimada. Es decir que, algunos efectos
importantes pudieron no haber sido considerados en el modelo cuadratico o que
otras variables independientes necesitan ser incluidas en el modelo.

TC
VA*VA
T*T
VA
TC*TC
VA*TC
T*TC
T*VA

16.77

Figura 27. Gréfica de Pareto de las tres variables estudiadas para la actividad enzimatica
T: temperatura, VA: velocidad de agitacion, TC: tiempo de cultivo. Los valores al lado de
la barra indican el coeficiente de contraste y el orden de importancia de las diferentes
variables en que puede afectar a la variable de respuesta. La linea indica el valor critico
de significancia.

En la Figura 29 se muestra el grafico de Pareto en el que se puede observar la
importancia de los factores y de las interacciones sobre la actividad enzimatica, la
temperatura, la velocidad de agitacion, tres efectos cruzados, un efecto
cuadratico puro; se encuentran por abajo del nivel de significancia (P=0.05), lo
gue indica que estos efectos no tienen relevancia en el modelo.

Los datos contenidos en la Tabla 12 fueron ajustados a un polinomio de
segundo orden, mediante el método de regresion mudltiple con la finalidad de
permitir predecir el efecto de los factores sobre la actividad enziméatica.
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Act. Enzimatica (U/g)=1120.5041 — 0.05928T + 55.4961VA -226.405TC +
31.63T*VA -41.63T*TC +43.13VA*TC -83.0886 T*T -42.4689TC*TC —
110.1782VA*VA

Donde T, VAy TC son la temperatura, velocidad de agitacion y tiempo de
cultivo, respectivamente. Los valores de las variables de la ecuacion corresponden
a sus unidades originales (Tabla 12).

Figura 28. Representacion gréfica de superficie y contorno para la respuesta actividad
enzimatica especifica en funcion de velocidad de agitacion (rpm) y temperatura (°C).
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Figura 29. Representacion grafica de superficie y contorno para la respuesta actividad
enzimatica especifica en funciéon de temperatura (°C) y tiempo de cultivo (h).

Figura 30. Representacion grafica de superficie y contorno para la respuesta actividad
enzimatica especifica en funcién de velocidad de agitacién (rpm) y tiempo de cultivo (h).
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El analisis candnico para la respuesta de la actividad enzimatica muestra
que el punto estacionario es un punto de silla, dado a que se obtuvieron valores
propios tanto positivos como negativos (Figuras 30, 31 y 32). El valor propio mas
alto (48.34) esta asociado con la velocidad de agitacidn, el signo positivo de este
vector mas grande (0.987) indica que el vector propio asociado estuvo en
direccion de cascada ascendente desde el punto estacionario, es decir que la
respuesta de la actividad enzimatica se ve favorecida con el aumento de la
velocidad de agitacion, esto puede atribuirse a que al aumentar esta variable se
provoca una mayor fragmentacion del micelio quedando expuesta mayor cantidad
de la enzima para ser cuantificada. Purwanto et al., 2009, cultivando Aspergillus
niger para producir la enzima tanasa, el incremento de la velocidad de agitacion
conlleva a mayor produccion de la enzima debido a una excesiva permeabilidad
de la célula relacionada por los esfuerzos de corte y por la limitacién de oxigeno.
Por otro lado, el préximo valor mas alto (-70.32), estd asociado con la
temperatura (0.871), mientras que el valor propio mas pequefio (-124.06) esta
asociado con el tiempo de cultivo(0.863), los signos positivos de ambos vectores
propios, indican que el vector asociado estuvo en direccion de cascada
ascendente desde el punto estacionario (Tabla 13).

Tabla 11. Resultados del analisis canénico (valores y vectores propios) para las
respuestas de biomasa, proteina y actividad enzimatica.

Respuesta Valores Vectores propios

propios Temperatura Velocidad Tiempo de

Agitacion cultivo

0.156 -0.229 -0.487 0.843

Biomasa -0.106 -0.119 0.873 0.472

-0.224 0.966 -0.007 0.257

-0.265 0.360 -0.397 0.844

Proteina -0.639 0.698 0.715 0.038

-1.139 -0.619 0.575 0.535

Actividad 48.34 0.101 0.987 0.122

enziméatica -70.32 0.871 -0.028 -0.489

especifica -124.06 0.480 -0.156 0.863
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Tabla 12. Estimacion de la potencia volumétrica inicial determinada de acuerdo a los
datos experimentales reportados por Bichs et al., 2000.

Vel. de agitacion (rpm) PIV
(kw/m?)
74 0.08
100 0.10
150 0.20
200 0.35
226 0.45
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Figura 31. Efecto de la potencia volumétrica especifica (P/V) sobre la concentracion de
biomasa (simbolos llenos) y actividades enzimaticas (simbolos vacios) finales en los
cultivos con Aspergillus niger. 28 °C, 95 horas (H), 25 °C, 80 h (®),31°C, 110h (A).




Tabla 13. Parametros cinéticos de rendimientos y productividades globales obtenidos de
los diferentes cultivos realizados en matraz

Factores Parametros cinéticos
Tratamiento | Temperatura | Vel. de | Tiempo de Y(g Qp Qx
°C agitacion cultivo células/ g U/L*h
te) g(rpm) (h) suseae) | () cé.u.a(guh)
1 25 100 80 0.37 33.12 0.026
2 25 200 110 0.28 24.81 0.033
3 31 100 110 0.16 13.39 0.020
4 31 200 80 0.42 32.59 0.032
5 25 100 110 0.28 22.97 0.033
6 25 200 80 0.64 48.10 0.038
7 31 100 80 0.27 34.68 0.028
8 31 200 110 0.30 21.54 0.030
9 23 150 95 0.31 30.11 0.029
10 33 150 95 0.17 20.16 0.022
11 28 74 95 0.19 20.88 0.021
12 28 226 95 0.47 58.51 0.038
13 28 150 72 0.59 46.34 0.038
14 28 150 117 0.38 17.53 0.029
15 28 150 95
16 28 150 95
17 28 150 95
18 28 150 95 0.42 36.65 0.033
19 28 150 95
20 28 150 95

5.6 Optimizacion de las condiciones de operacion en la
produccion de f-galactosidasa en un biorreactor de 3L.

Para que en un proceso biotecnolégico a nivel de reactor se logré tener
altas productividades y rendimientos, se deben considerar varios factores, entre
los que destacan: la cantidad y edad optima de in6culo (Hornbaek et al., 2004),
tener control sobre la generacién de espuma, para ello se debe realizar una
seleccién adecuada de antiespumante (Berovic, 1979). Ademas contar un sistema
con alto grado de homogeneidad, con ello se puede garantizar un buen
suministro de los diferentes sustratos a las células o microorganismos. Entre los
mas importantes en un sistema aerobio es el oxigeno, cuya transferencia esta
intimamente relacionada con el flujo de aireacion (mL/min) y la velocidad de
agitacion (rpm).
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1. Seleccion de antiespumante para el proceso de cultivo.

En muchos procesos de biotransformacion un factor critico es la generacion
de espuma. Como en este caso en particular (suero de leche) cuando el medio de
cultivo presenta un alto contenido en proteinas la presencia de espuma va ser
inevitable, de ahi que, sea un factor determinante a controlar. Por lo tanto entre las
consecuencias que se pueden tener si no se tiene un buen control de este
parametro es una baja transferencia de oxigeno, taponamiento del reactor, entre
otros efectos.

En este estudio se evaluaron dos antiespumantes de la marca Pure-
Process, uno de grado farmacéutico (Tipo A) y el otro de grado industrial (Tipo B)
a las concentraciones de 10 % y 5 % (v/v); utilizando las condiciones de
operacion de 200 rpm y 100 mL/min (tratamiento centrales) y un tiempo de cultivo
de 72 h. La etapa critica donde se genera espuma se presento en las 12 primeras
h después de realizar la inoculacion. Después de esta etapa, la generacion de
espuma es minima, por lo que ya no se requiere un control estricto de este
pardmetro. En la Tabla 16, se muestran los datos de los dos antiespumantes
evaluados. El volumen gastado para el tipo A fue mucho menor en ambas
concentraciones probadas, en relacion al tipo B. El antiespumante tipo B
presenté un mayor gasto de volumen 70 mL al 10 % (v/v) y 100 mL al 5 % (v/v),
aunado a esto se tuvieron efectos secundarios sobre el volumen total del medio
de cultivo y esto a su vez, disminuyé la concentracion de los elementos
presentes (lactosa, proteinas, etc.). Al final del cultivo, se cuantificé la biomasa y
la actividad enzimatica. En la Tabla 16, se muestran los resultados obtenidos. Se
puede verificar que no existe diferencia si en cuanto a la concentracién de
biomasa, pero donde se produjo una mayor diferencia fue en la actividad
enzimatica, obteniéndose una mayor actividad cuando se utiliz6 el antiespumante
tipo A, a una concentracioén de 10 % (v/v).

En la Figura 34 se visualiza el efecto de taponamiento del biorreactor con
la biomasa cuando se utilizé el tipo B al 5 % (v/v), gastandose 100 mL en 12 h.
Por todo lo antes expuesto, se decidi6 elegir el antiespumante tipo A a una
concentracion del 10 % (v/v) para realizar todas las corridas en el biorreactor.
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Figura 32. Taponamiento biorreactor con biomasa ocasionado por la generacion de
espuma cuando se utilizé el antiespumante tipo B.

Tabla 14. Resultados obtenidos de la evaluacion de los antiespumantes

Tipo de Concentracion Volumen Biomasa Act. enzimatica
antiespumante %(V/V) gastado (mL) (g/L) especifica (U/g cel )
5 85 3.7 390
A 10 50 4.2 420
5 100 3.8 350
B 10 70 3.9 370

2. Establecimiento de las condiciones de cultivo en un biorreactor de 3 L
utilizando la Metodologia de Superficie de Respuesta.

Uno de los retos en un proceso de biotransformacién es encontrar las
condiciones Optimas de operacion. Entre las variables mas importantes, que
afectan de manera considerable un proceso bioldgico aerobio cuando se utilizan
bioreactores tipo tanque agitado, se encuentran el flujo de aireacion y velocidad
de agitacion. Sin embargo, el control de la agitaciébn es de suma importancia, ya
que crea esfuerzos cortantes que puede tener una variedad de efectos en
microorganismos filamentosos (Smith et al., 1990; Papagianni, 2004).

En este estudio en particular, se plante6 evaluar el efecto del flujo de
aireacion y la velocidad de agitacion, sobre el desarrollo de Aspergillus niger, asi
como la produccion de la enzima B-galactosidasa en el sistema. Para ello se
tomé la temperatura optima a nivel de matraz de 28 °C, tiempo de cultivo 72 h, pH
de 4.2 manteniéndose constantanes durante el cultivo y de esta manera se
planteé un DCC ortogonal. Los niveles de las variables se presentan en la Tabla
A.11.2 (Anexo A.11). Teniendo un nivel minimo de agitacibn de 39 rpm y un
maximo de 361 rpm, los intervalos fueron establecidos de acuerdo a los estudios
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previos en el Laboratorio de Microbiologia Experimental, la literatura (Ujcova et
al., 1980; GOmez et al., 1988; Papagianni et al., 1998, 2001), y a la determinacién
previa del coeficiente de transferencia de oxigeno (K.;) en agua, asi como las
velocidades de transferencia de oxigeno estimadas (745 a 1995 mg Oj/L*h),
teniendo presente que las propiedades reoldgicas del medio del cultivo son muy
diferentes a las del agua. Por otro lado, los flujos de aireacion fueron establecidos
de acuerdo al equipo disponible y los reportados en la literatura (Ujcova et al.,
1980), estos estuvieron comprendidos entre 46 y 153 mL/min. En la Tabla 17, se
muestra la matriz de disefio experimental, asi como los datos obtenidos de
biomasa y actividad enzimatica después de 72 horas de cultivo. Cabe mencionar,
que durante este estudio Aspergillus niger crecié en forma filamentosa, después
de las 40 h el cultivo presento alta viscosidad, se tomaron medidas en cuanto a
obtener lecturas mas representativa, por tal razén las sondas de pH y oxigeno
fueron colocadas cerca al impulsor.

Tabla 15. Disefio experimental para evaluar el efecto de la agitacion y aireacion en la
produccion de P-galactosidasa en un biorreactor de 3L manteniendo constante una
temperatura 28 °C, pH 4.2 y un tiempo de cultivo de 72h.

Tratamiento Factor Respuesta
Biomasa Act. Enzimatica
Vel. Flujo de (g/L) Especifica
Agitacion | Aireacién (U/g cel.)
(rpm) (mL/min.)
1 50 50 4.3 846.0
2 50 150 4.3 828.7
3 350 50 2.6 3052.0
4 350 150 2.9 3179.0
5 39 100 1.9 3020.0
6 361 100 3.2 2400.0
7 200 46 1.9 2727.0
8 200 154 3.1 1324.7
9 200 100 3.7 372.3
10 200 100 3.8 380.0
11 200 100 3.8 375.0
12 200 100 3.8 377.0

Se puede observar que en los tratamientos factoriales 1 y 2 se alcanza una
concentracion maxima de biomasa (4.37 y 5.18 g/L, respectivamente). En el
tratamiento 2 después de las 20 h de cultivo, la concentraciéon de la biomasa
siempre estuvo por encima de los demas tratamientos 3 y 4, debido a una mayor
oxigenacion del medio y al menor estrés provocado por la agitacién. Mientras que
en los tratamientos 3 y 4 se alcanzo una concentracion de 2.6 y 2.9 g/L,
respectivamente, esto se atribuye a que se tiene una mayor entrada de energia al
sistema ( 0.242 Kw/m®, Tabla 18 ), incrementandose la viscosidad aparente del
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medio, debido a la alta fragmentacion del micelio presentdndose problemas de
transferencia de masa e insuficiencia de oxigeno ( Marten et al., 1997; Bhargava
et al., 2003; Li et al., 2000). Estudios realizados por Pey-Jin et al., 2010,
muestran el mismo comportamiento que los observados en los tratamientos 1y 2,
cuando combinaron menor agitacion con mayor aireacion obteniendo un valor
maximo de 7g /L de biomasa. El consumo de azucares en el tratamiento 1 fue de
9.1 g/lL y para el 2 fue de 2.96. En tanto que los tratamientos 3 y 4, la
concentracion de biomasa méaxima fue de 2.67 y 2.96 g/L, con un consumo total
de fuente de carbono de 10.9 g/L y 9.6 g/L, respectivamente. En estos ultimos
tratamientos, se aprecia que siguen comportamientos similares, esto se atribuye
al mayor esfuerzo de corte o estrés producido por la agitacion, de ahi que se
presente una alta fragmentacion del micelio, teniendo como consecuencia un
menor crecimiento del hongo (El-Enshasy et al., 2006) (Figura 35). Grimm et al.,
2005, muestran que las altas velocidades de agitacién inducidas por la entrada de
potencia especifica al medio, reducen la velocidad de crecimiento hifal después de
la inoculacién, estos resultados concuerdan con los datos encontrados en los
tratamientos 3y 4.
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Figura 33. Cinéticas de crecimiento (simbolos llenos) y consumo de azUcares (simbolos
vacios) de los tratamientos factoriales. 50 rpm, 50 mL/min(®), 50 rpm, 150 mL/min (@),
350 rpm, 50 mL/min (A), 350 rpm, 150 mL/min(4®)

Con respecto a la degradacién o consumo protéico “fuente de nitrégeno”
(Figura 36); el comportamiento en estos tratamientos sustenta lo antes
mencionado sobre las cinéticas de crecimiento. En los tratamientos 1 y 2, el
abatimiento del contenido proteico es mucho mas rapido, con respecto a los
tratamientos 3 y 4. Lo anterior, se debe a la creciente demanda de la fuente de
nitrdgeno, ya que este no se encuentra disponible, por lo que Aspergillus niger
debe excretar proteasas (Carlile et al., 1994) al medio para la degradacion de las
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proteinas contenidas en el suero de leche y de esta forma obtener la fuente de
nitrégeno. Los porcentajes de degradacion en estos tratamientos fueron de 61 % y
52 %; mientras que para el tratamiento 3 y 4 fueron de 56.1% y 56.2%. Cabe
sefalar, que a la mitad del cultivo en los tratamientos 1 y 2 se presenta una ligera
sintesis de proteina, pero al final del experimento se obtienen concentraciones en
promedio de 61 mg/mL.
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Figura 34. Degradacion de proteinas de los tratamientos factoriales. 50 rpm, 50 mL/min
(m), 50 rpm, 150 mL/min (®), 350 rpm, 50 mL/min(A), 350 rpm, 150 mL/min (@).

El comportamiento oscilatorio de la generacion de azucares reductores en
los tratamientos factoriales (Figura 37) fue similar para todos los experimentos. Lo
anterior se atribuye a la produccion de glucosa y galactosa originada por la
hidrélisis de la lactosa por la enzima p-galactosidasa (Landero et al., 2000) y" por
otro lado, el consumo de la glucosa debido al metabolismo del hongo Aspergillus
niger.
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Figura 36. Actividad enzimatica de los tratamientos factoriales. 50 rpm, 50 mL/min (M), 50
rpm, 150 mL/min (@), 350 rpm, 50 mL/min (A), 350 rpm, 150 mL/min(4¥).

72




5 %% —m— Tratal
= - —e®— Trata2
5 5007 Trata3
\g 1 —&— Tratad
Q
= 400
@
g J
o 300
2 ] D & 2
_c .
-g 200 1 ’s ¢’, \
2 7~ ’\
8 ] 0~’,Q .
= 100 .
= oo
S ] ./ : .:.a---_-
o o P Cpemm— T 0L ™

T T T T T T T . | . | . |

0] 10 20 30 40 50 60 70 80
Tiempo (h)

Figura 37. Productividad volumétrica de los tratamientos factoriales. 50 rpm, 50 mL/min
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La actividad enzimatica de la p-galactosidasa en los tratamientos
factoriales 3 y 4 fue de 3485 U/Q células a las 27 h 'y 3561U/g células a las 33 h, con
una productividad volumétrica de 503 U/L*h y 237.4 U/L*h, respectivamente.
Comparando resultados con los obtenidos con Kluyveromyces marxianus en
suero de leche suplementado con extracto de levadura (Rech et al., 2007), la
actividad especifica fue de 650 U/geéiulas y la productividad fue de 291 U/L*h; la
actividad enziméatica y productividad fue 5y 1.7 veces mas, con Aspergillus niger
(tratamiento 3). Al término del cultivo en los tratamiento 3 y 4 se presento un
declive (Figura 38 y 39). Este declive se atribuye a la presencia de reacciones de
protedlisis ocasionadas por la excrecion de proteasas. Las mayores actividades
de la B-galactosidasa en los tratamientos 3 y 4, se debe a la mayor exposicion de
la enzima en el medio de cultivo por la alta energia entregada al sistema (0.242
Kw/m®). Este mismo comportamiento lo reporta Pey-Jin et al., 2010 con la
actividad de glucoamilasa cuando la velocidad de agitacion se incremento. En los
tratamientos 1 y 2 la actividad enzimatica maxima fue de 846 y 828 U/gceélulas al
final del cultivo; el comportamiento en estos ultimos tratamientos muestra que a
estas condiciones la enzima p—galactosidasa es inducida de manera minima por
la presencia de la lactosa (Baumgartner et al., 2000; Domingues et al., 2000). Por
otro lado, este fenémeno es diferente en los tratamientos 3 y 4, en estos se
registra una mayor actividad de la enzima, esto puede ser causado a que se tiene
mayor cantidad de enzima soluble expuesta por la fragmentacion del micelio
(Figura 38). Sin embargo, en estudios realizados sobre la produccion de fitasa y
glucoamilasa con Aspergillus niger (Papagianni et al., 2001, 2002) la actividad
enzimatica se ve seriamente reducida por la presencia de proteasas, cuando el
cultivo presenta una alta viscosidad y fragmentacion de micelio. También, otros
autores (Cruz-Hernandez et al., 2005) han reportado la disminucion de la actividad
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de la tanasa después de 20 h de cultivo debido a las proteasa. Esta puede ser la
causa por la que la actividad de la beta-galatosidasa se ve mermada en los
tratamientos 3 y 4. Estudios realizados con Kluyveromyces lactis NRRL Y-8279
(Dagbagli et al., 2008), empleando un medio sintético obtuvieron actividades
especificas de 3717 U/g células a las 48 h de cultivo. Comparando en términos
econdémicos el bioproceso con Aspergillus niger es mas rentable que con
Kluyveromyces lactis NRRL Y-8279. Primero, la enzima es extracelular, esto
evita la extraccion en el proceso de recuperacion; segundo, el medio de cultivo
suero de leche no tiene algun costo, sin duda alguna estos dos factores hacen
mA4s atractivo en cuestiones econdémicas a un bioproceso.

En los tratamientos axiales, la cinética de crecimiento para los experimentos
5 y 6 siguen un comportamiento bastante similar. Presentan una fase de
adaptacion de 12 horas, esta desaceleracion del crecimiento de Aspergillus niger
es atribuida a que el in6culo presenta estrés oxidativo cuando cambia de
condiciones donde el ambiente tiene una alta concentracion de oxigeno (Cortes et
al., 2004; O’Donnel et al., 2007), mientras que el tratamiento 7, el esfuerzo de
corte provocado por la agitacion, a las puntas de las hifas (zonas activas de
crecimiento y produccion) sumado a esto un deficiente suministro de oxigeno
provocan un decaimiento del crecimiento irreversible, que al final del cultivo se
traduce en bajos rendimientos y actividades enziméticas (Daniel et al., 1994;
Grimm et al., 2005). Pasadas las 12 horas el crecimiento es gradual, hasta
alcanzar las concentraciones maximas de biomasa de 2 g/L a las 55 h, 3.2 g/L a
las 72 h'y 2.32 g/L a las 55 h, consumiendo un total de azlcares 10.71, 12.11 y
10.38 g/L, en los tratamientos 5, 6 y 7. Este perfil no se observa en el tratamiento
8, en el que se visualiza un crecimiento lineal desde el momento de la
inoculacion, alcanzandose una maxima concentracion de biomasa de 4.7 g/L
aproximadamente a las 33 h, con un consumo total de azucares de 10.31 g/L. Tal
comportamiento se debe a la presencia minima de gradientes de temperatura,
oxigeno y sustratos, es decir que el sistema es altamente homogéneo, debido al
mayor flujo de aireacion y velocidad de agitacién (Figura 40). Por tanto, de
acuerdo a estos resultados una entrada de energia mayor al sistema (tratamiento
6) tendria efectos adversos sobre la actividad y produccién de biomasa, es decir
que por arriba de velocidades de agitacion de 361 rpm el crecimiento de
Aspergillus niger se ve afectado negativamente
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Figura 38. Cinéticas de crecimiento (simbolos llenos) y consumo de azlcares (simbolos
vacios) de los tratamientos axiales. 39 rpm, 100 mL/min (®), 361 rpm, 100 mL/min (@),
200 rpm, 46 mL/min (A), 200 rpm, 154 mL/min (@).

En las cinéticas de degradacién proteica, en el tratamiento 8 se nota un
abrupto descenso de la concentracion de proteina en las primeras 20 h. Esto se
correlaciona con el rapido crecimiento del hongo. Por otro lado, el comportamiento
en los tratamientos 5y 7 al inicio del cultivo los niveles de proteina se mantienen
casi constantes hasta las 30 h aproximadamente, pero para el tratamiento 6 se
presenta un decaimiento de la concentracién en las 10 primeras h, después una
fase estacionaria hasta 20 h. Después de las 30 y 20 h se presenta un abrupto
descenso del material protéico en 5, 6 y 7. En general todos los tratamientos
axiales muestran reacciones de protedlisis (Carlile et al., 1994) para la obtencién
de la fuente de nitrégeno. Los porcentajes de degradacion total de protedlisis en
el tratamiento 5 fue de 58 %, enel 6 de 70 %, enel 7de 39 % yen el 8 de 77 %.
Cabe resaltar que en el tratamiento 6 y 8, fue donde se presentd mayor porcentaje
de degradacion, pero con una sintesis de proteina después 52 h y 33 h
respectivamente (Figura 41).
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Figura 39. Degradacion de proteina en los tratamientos axiales. 339 rpm, 100 mL/min (M),
361 rpm, 100 mL/min (@), 200 rpm, 46 mL/min (A ), 200 rpm, 154 mL/min (@).

La generacion de azucares reductores en estos tratamientos axiales sigue un
comportamiento bastante irregular. Esto se justifica de la misma razén que en los
tratamientos factoriales, por el consumo por parte del hongo y la produccién de
glucosa y galactosa ocasionada por la reaccion enzimética Figura 42.
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Figura 40. Generacion y consumo de azucares reductores en los tratamientos axiales. 39
rpm, 100 mL/min (M), 361 rpm, 100 mL/min (®), 200 rpm, 46 mL/min (A), 200 rpm, 154
mL/min (@).

Con respecto a la actividad enzimatica de la B-galactosidasa, en el tratamiento 5
se registr0 una mayor actividad de 3043 U/g células @ las 59 h y en el 6 de 3159
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U/g células a las 37 h, con productividades volumétricas dell8 y 126 U/L*h; con
respecto al 7 y 8 se obtuvieron 2727 U/g celulas, a las 72 h'y 1898 U/g celulas a las 62
h con productividades de 75y 50 U/L*h respectivamente (Figura 43 y 44).
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Figura 41. Actividad enzimatica de los tratamientos axiales. 39 rpm, 100 mL/min (m), 361
rpm, 100 mL/min (®), 200 rpm, 46 mL/min (A), 200 rpm, 154 mL/min (@).
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Figura 42. Productividad volumétrica de los tratamientos axiales. 39 rpm, 100 mL/min (M),
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Figura 43. Cinéticas de crecimiento (M) y consumo de azucares (o) en los tratamientos
centrales (200 rpm, 100 mL/min).

Las cinéticas de crecimiento en los tratamientos centrales fueron muy
similares en todos, obteniéndose concentraciones de biomasa de 3.8 g/L en
promedio para los cuatro tratamientos. Un perfil similar se presenta en el
consumo de azlcares totales metabolizandose 8.8 g/L, con un porcentaje de
degradacion de proteinas del 68 % (Figuras 45). Por otro lado, los perfiles de
generacion y consumo de azucares reductores en estos tratamientos, se pueden
correlacionar con la presencia de la actividad enzimatica de la p-galactosidasa. A
las 35 h se observa una un pico de actividad enzimatica y también se presenta
una mayor concentracion de azlcares reductores, del mismo modo a las 53 h se
vuelve a observar un pico de actividad enzimatica y se presenta una elevacion de
los azlcares reductores, pero un poco desfasado (Figura 47).
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Figura 44. Degradacion de proteinas en los tratamientos centrales (200 rpm, 100

mL/min).
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Figura 45. Consumo y generacion de azlcares reductores (M); y actividad enzimatica (e)
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Figura 46. Productividad volumétrica promedio de los tratamientos centrales (200 rpm,
100 mL/min).

Las productividades en los tratamientos 3, 4, 5 y 6 fueron las mas altas en el
intervalo de 25 a 37 h de cultivo (Figuras 39 y 44) en comparacion al final del
cultivo (Tabla 20). En estos tratamientos la velocidad de agitacion estuvo por
arriba de las 250 rpm. Este resultado concuerda con los estudios realizados con la
enzima glucosa oxidasa de Aspergillus niger (El-Enshansy et al.,, 2006) donde
correlacionaron la intensidad de agitacion con el aumento de la produccién de
enzima, disminucion del crecimiento (Figura 38 y 40), aumento de la respiracion y
formacion de acidos. Por lo tanto el tiempo 6ptimo de cultivo que se establecio a
nivel de biorreactor fue de 27 h, operandolo a 350 rpm y 50 mL/min.

Acorde a los resultados discutidos anteriormente mantener un sistema mas
homogéneo, aunado a un incremento en la transferencia de oxigeno acelera el
crecimiento celular, pero con una produccién enzimatica menor. La posible razén
gue explica este comportamiento, fue que cuando el biorreactor fue operado a
ciertas velocidades de aireacion y velocidades de agitacion se tuvo un sistema
mas homogéneo o mas aireado, por lo tanto la concentracién celular maxima
llego mas rapido a la fase estacionaria (tratamiento 1, 2 ,8, 9, 10, 11y 12) esto
provocé un incremento en viscosidad del medio y aumento en la demanda de
oxigeno. Si el suministr0 de oxigeno es insuficiente, la autolisis celular se
presenta y esto conlleva a la disminucién de la actividad de la B-galactosidasa. Por
otro lado, es de notar que altas velocidades de agitacion el estrés mecanico
disminuye la densidad celular, por lo que mantiene un equilibrio de suministro-
consumo de oxigeno, evitando a la autolisis celular, de esta manera la actividad
enzimatica de la B-galactosidasa se ve favorecida (tratamientos 3, 4, 5, 6 y 7).
Estudios realizados por Yang et al., 1998, produciendo &cido proteasa con
Aspergillus niger, atribuyen la autolisis celular a la falta de oxigeno debido a las
altas viscosidades que se presentaron en el sistema. Por lo tanto, estresar al
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microorganismo mediante la entrada de energia al sistema (0.242 y 0.265 kw/m?®)
sin obtener densidades celulares altas, esto provoc6 mayor actividad de la -
galactosidasa Tabla 18.

Tabla 16. Estimacion de la potencia volumétrica sin airear de acuerdo a la correlacion de
Rushton et al., 1950. (densidad 1160 kg/m* Np 6, diametro del impulsor 45 mm y volumen
de operacion 2 L).

Tratamiento Biomasa Act. enzimatica
Vel. de Flujo de PV (g/L) especifica
Agitacién | aireacién |  (kw/m®) (U/g células)
(rpm) (mL/min) Tiempo de cultivo (h)
27 72 27 72
5 39 100 3.35x10™ 1.6 1.9 1984 |3020.0
2 50 150 7.06x10™ 3.9 4.3 620 | 828.7
9-10 200 100 4.52x10° | 4.1 3.8 | 101 | 376.0
3 350 50 2.42x10" 1.4 2.6 3485 |3052.0
6 361 100 2.65x10™" 1.5 3.2 2075 |2400.0

Uno de los aspectos que se suscitaron en el transcurso de los cultivos, fue
la presencia de actividades enzimaticas mucho mas elevadas a las 27 y 33 h, con
respecto a las registradas al término del cultivo (72 h). Por lo tanto, se decidi6
realizar un analisis estadistico, candnico, regresion y una prueba de falta de ajuste
a esos tiempos. En la Tabla A.12.5 (Anexo A.12), se muestra el andlisis de
varianza para la respuestas biomasa y actividad enzimatica de 27 h de cultivo,
para el modelo propuesto de biomasa, se obtuvo R? de 66.92, este valor es muy
bajo indicando que solo el 66.92 % de la variabilidad de la respuesta, es
explicada por el modelo; de la misma manera para la actividad enzimatica se
encontré un valor de R? 84.02 indicando que el 16% de la variabilidad de la
respuesta no es explicada por el modelo. El andlisis de varianza muestra que la
velocidad de agitacion, flujo de aireacién, asi como los efectos cruzados y
cuadraticos puros no influyeron significativamente (todos mostraron un valor
estadistico de probabilidad (p > 0.05) sobre la respuesta de biomasa. Por otro
lado, la velocidad de agitacion y su efecto cuadratico puro influyeron
significativamente sobre la respuesta de actividad enzimatica, mientras que el
efecto cruzado y cuadratico puro del flujo de aireacion no fue significativo para la
respuesta. Para corroborar que los modelos no se ajustaron a los datos
experimentales, la prueba de falta de ajuste fue significativamente para la
respuesta de biomasa y altamente significativa para la actividad enzimatica,
indicativo que se deberian probar otros modelos. Por ultimo, el anélisis candnico
mostré que la respuesta para la biomasa fue maxima, dado a que ambos valores
propios son negativos (Tabla 19), indicando que se trata de un punto estacionario
maximo (Figura 48 A). El valor propio mas alto (-0.090) esta asociado con el flujo
de aireacion y con su respectivo vector propio (0.964), el signo positivo de este
vector indica que estuvo en cascada ascendente, es decir que este factor siempre
estuvo maximizando la respuesta. Ademas es un indicativo que este factor es el
gue mas influye sobre la respuesta de biomasa. n cuanto a, los valores propios
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de la actividad enzimatica. Estos son positivos, indicativo de que se trata de un
punto estacionario minimo (Tabla 19 y Figura 50 B). El valor propio mas alto
(169.81), esta asociado con la velocidad de agitacion y el vector (0.989). Su signo
positivo, indica que la respuesta estuvo en cascada ascendente con este factor
por lo que, la respuesta actividad enzimatica es mas sensible a cambios de esta
variable. El andlisis de varianza del DCC, para los datos de 30 h de cultivo se
muestra en la Tabla A.12.6 (Anexo A.12) Tanto los efectos principales y
cuadraticos puros, como su interaccion mostraron un valor de p mayor a 0.05 lo
qgue indicaba que no influyeron significativamente sobre la respuesta (biomasa); de
la misma manera para la respuesta de la actividad enzimatica, solo el efecto lineal
y cuadratico de la velocidad de agitacion presentaron valores de p< 0.05,
indicativo de que este factor afecta significativamente a esta respuesta. La falta de
ajuste indica que los datos experimentales no se ajustaron de manera adecuada al
modelo, debido a que se obtuvieron valores de p muy pequefios con respecto a
0.05. Los modelos propuestos explican 69.02% vy 90.40 % de la variabilidad de
las respuestas biomasa y actividad enzimatica, respectivamente. El andlisis
candnico muestra que ambas respuestas son puntos estacionarios del tipo silla,
por la combinacion de valores propios tanto positivos, como negativos (Tabla 17 y
Figura 51 Ay B); para el caso de la biomasa el valor propio mas alto (0.018), esta
asociado con el factor velocidad de agitacién indicando que esta respuesta es mas
susceptible a cambios por este factor, del mismo modo, en la actividad enzimatica
el valor propio més alto (201.95), esta asociado a la velocidad de agitacion. Estos
dos comportamientos son similares a los observados con los dato obtenidos a las
27 h..

Tabla 17. Resultados del andlisis candnico (vectores propios y valores propios) para las
respuestas de biomasa y proteina a diferentes etapas de cultivo (27, 30y 72 h).

Respuesta Vectores propios

Valores propios | Velocidad de Flujo de

agitacion (rpm) aireacion

(L/min)
Biomasa -0.090 -0.265 0.964
27 horas de -0.136 0.964 0.265
cultivo Act. enzimatica 169.81 0.989 -0.146
especifica 20.017 0.146 0.989
Biomasa 0.018 -0.118 0.993
30 horas de -0.133 0.993 0.118
cultivo Act. enzimatica 201.95 0.999 -0.022
especifica -11.68 0.022 0.999
Biomasa -0.242 0.874 0.487
72 horas de -0.321 -0.487 0.874
cultivo Act. enzimatica 1155.79 0.999 0.037
especifica 680.47 -0.038 0.999

En la Tabla A.12.7 (Anexo A.12) se muestra el analisis de varianza de los
datos de 72 h de cultivo. En ninguno de los efectos el valor de p fue significativo
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para el modelo propuesto de la respuesta biomasa; por otro lado, el Unico efecto
cuadrético puro que fue significativo para la respuesta de la actividad enzimética
correspondio a la velocidad de agitacion. Los coeficientes de correlacion fueron
19.8%( biomasa) y 64.54%(actividad enzimética), indicando que solo cierto
porcentaje de variabilidad de la respuesta es explicado por el modelo en el primer
caso, en el segundo caso existe un mayor porcentaje en explicar la respuesta

La prueba de falta de ajuste fue altamente significativa en ambos casos
indicativo de que los datos experimentales no se ajustaron de manera adecuada a
los modelos propuestos, o bien que se deberian probar otros modelos.

A partir del modelo propuesto, el analisis candnico mostré que la respuesta
biomasa fue maxima (Figura 52 A), debido a que los valores propios obtenidos son
negativos, el valor propio mas alto (-0.242), esta asociado al factor velocidad de
agitacion, lo cual quiere decir que este factor provoca mucho mayor cambio en
esta respuesta durante esa etapa del proceso.

Por ultimo, el punto estacionario es minimo con respecto a la actividad
(Figura 50B). ElI mismo fendmeno se presenta en la actividad enzimética, el valor
propio mas alto (1155.78) esta asociado a la velocidad de agitaciéon indicando que
esta respuesta es mas sensible a cambios de este factor. Ambos vectores propios,
asociados a lo valores propios mas altos presentaron signos positivos, por lo cual
quiere decir que las respuestas estuvieron cascada ascendente con la velocidad
de agitacion.

Tabla 18. Parametros cinéticos de rendimientos y productividades globales obtenidos de
los diferentes cultivos realizados en el biorreactor

Tratamientos Parametros cinéticos
Y (x/s) Qx Qp
(g células/g sustrato) ( g/L*h) (U/L*h)
1 0.47 0.059 50.52
2 0.45 0.060 49.72
3 0.24 0.037 113.17
4 0.31 0.041 130.69
5 0.18 0.027 83.05
6 0.26 0.044 106.66
7 0.19 0.027 74.99
8 0.29 0.042 56.67
9 leoo
10 [224q
11| §2%> 0.44 0.054 20.72
12 |+~
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Figura 47. Representacion gréafica de las respuestas biomasa y actividad enzimatica
especifica en funcion de la velocidad de agitacion (rpm) y flujo de aireacion (mL/min) a las
27 h de cultivo. A) Biomasa, B) Act. Enzimética. Datos experimentales (puntos) y modelo
(sabana).
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Figura 48. Representacion gréafica de las respuestas biomasa y actividad enzimatica
especifica en funcién de la velocidad de agitacion (rpm) y flujo de aireacion (mL/min) a las
30 h de cultivo. A) Biomasa, B) Act. Enzimatica. Datos experimentales (puntos) y modelo

(sabana).
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Figura 49. Representacion grafica de las respuestas biomasa y actividad enzimatica

especifica en funcion de la velocidad de agitacion (rpm) y flujo de aireacion (mL/min) a las
72 h de cultivo. A) Biomasa, B) Act. Enzimatica. Datos experimentales (puntos) y modelo
(sabana).
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5.7 Prueba de toxicidad aplicada al remanente obtenido del cultivo

Para que wun proceso biotecnolégico pueda considerarse como
sustentable, debe cubrir lineamientos de proteccién ambiental, entre los que
destacan el impacto ambiental que puedan causar las aguas residuales
generadas a partir de sus bioprocesos, al ser dispuestas en cuerpos de agua sin
algun tratamiento previo. Tomando en consideracion lo anterior se procedié a
realizar un bioensayo o prueba de toxicidad aguda utilizando semillas de lechuga
(Lactuca sativa), con la finalidad de evaluar el efecto de téxico de compuestos o
la mezcla de estos presentes en el remante obtenido del cultivo. Como puntos
finales de evaluacion de los efectos fitotoxicos, se determino la inhibicion de
germinacion y la inhibicion en la elongacion de la radicula y del hipocétilo. Estos
dos ultimos criterios, permiten ponderar el efecto toxico de compuestos solubles
presentes en niveles de concentracion tan bajos que no son suficientes para
inhibir la germinacion de semillas de otras plantas. De esta manera, la inhibicién
en la elongacién de la radicula e hipocétilo constituyen indicadores subletales muy
sensibles para la evaluacion de efectos biolégicos en vegetales, aportando
informacion complementaria a la proporcionada al estudiar el efecto en la
germinacion.
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Tabla 19. Elongacion del hipocétilo y radicula (mm), promedio de cada replicado y porcentaje de inhibicion de elongacion del
hipocétilo y radicula, con respecto al promedio del control negativo.

Dilucion de la muestra

Control 1.5% 3% 6% 12% 25% 50% 100%

. Positivo Negativo

Réplica
2 k) 2 g 2 = 2 = 2 = 2 = 2 k) 2 |=s |8 k)
=i 3E g 22 |82 |22 |82 |38 |82 |32 |82 |35 |82 |32 | 8 3 | 8 3
1 9.51 267 | 26.82 [ 30.01 [ 245 [ 3033 | 24 295 [ 26.88 | 187 [ 2227 | 705 [ 2193 | 566 | - - - -
2 9.45 281 | 27.01 | 32.09 | 24.11 [ 30.22 | 23.94 [ 2935 [ 2682 | 185 [ 2272 | 6.88 | 2181 | 537 | - - - -
3 9.87 268 | 2732 | 31.32 | 2466 | 30.27 | 24.12 [ 29.43 | 26.82 | 1858 | 22.16 | 7.22 | 215 | 5.93 | - - - -
Promedio | 9611 | 272 | 27.05 | 31.14 | 2442 [ 30.27 | 24.02 [ 29.42 | 26.84 | 1854 | 2238 [ 7.05 [ 21.74 | 565 | - - - -
D.S. 0.228 | 0.076 | 0.252 | 1.051 | 0.282 [ 0.055 | 0.092 [ 0.075 | 0.034 | 0.177 [ 0.296 | 0.17 [ 0.221 [ 0.280 | - - - -
C.V. 2381 | 2815 | 0933 [ 3377 [ 1.158 [ 0.182 | 0.381 [ 0.255 | 0.129 [ 0.959 | 1.325 | 2.411 [ 1.020 | 4.95 | - - - -
% inhibicién con respecto al control 971 | 267 [ 1121 | 540 [ 0784 | 403 [ 1724 773 | 196 | 818 |- - - -
negativo
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Con la concentracion del toxico de referencia establecida (Anexo A.9), se
procedi6 a evaluar el remanente empleando 5 concentraciones (100, 50, 25, 12.5,
6.25 %) por triplicado incubando por un periodo de 5 dias a oscuridad total y una
temperatura de 22°C. Concluido el tiempo de incubacion se procedio a cuantificar
el numero de semillas germinadas, medir la elongacion del hipocétilo y radicula.
En la Tabla 21, se muestra los resultados de la elongacion del hipocotilo y
radicula. Cabe mencionar que el valor reportado es el promedio total de las
semillas germinadas de cada réplica en la correspondiente concentracion.
Asimismo, se muestra el promedio de elongacion de hipocatilo y radicula de cada
concentracion, con su respectiva desviacion estandar (SD) y coeficiente de
variacion (CV.). Los CV obtenidos en todas las corridas estuvieron dentro del
intervalo especificado (CV<30). Como se puede observar conforme se aumenta la
concentracion, la elongacion del hipocotilo se ve disminuida en mayor proporcion
que la radicula hasta 6 %, pero después de esta concentracion, el efecto se
presenta en la radicula, teniendo un efecto mas marcado sobre esta. Esto se
corrobora con el porcentaje de inhibicién en relacion al control negativo. A partir de
una concentracion de 50 %, la germinacion de las semillas fue nula (Tabla 22).

Las causas posibles de este efecto toxico sobre las semillas de lechuga es
la presencia y la concentracion de acidos organicos (glucénico, itaconico, citrico,
oxalico) en el remanente. Autores han reportado altas concentraciones de estos
acidos organicos empleando al suero de leche como medio de cultivo para su
produccion (Mukhopadhyay et al., 2005; Murad et al., 2003; Santoro et al., 1999).

Dado a que la concentracion por arriba de 50 % (v/v) es téxica para las
semillas de lechuga, no es posible establecer la concentracion letal media (Clsp),
entonces se decidié realizar un andlisis para determinar los pardmetros NOEC y
LOEC (por sus siglas en inglés No Observable Effect Concentration y Low
Observable Effect Concentration). EI método clasico para este tipo de andlisis es
el ANOVA, seguido por la prueba a posteriori de Dunnet.

Tabla 20. Resultados del porcentaje de mortalidad de semillas de lechuga utilizando
diferentes concentraciones del remanente de cultivo y célculo de Probit empirico.

Concentracién Log,o de la Nam. de Nam. de % de Probit
del remanente | concentracién | organismos organismos Mortalidad empirico

de cultivo (%) x) (N) muertos (PE)

(N

100 2 20 0 100 9.09

50 1.7 20 0 100 9.09

25 1.4 20 4.6 23 4.26

12 1.07 20 3.6 18 4.08

6 0.77 20 3 15 3.96

3 0.47 20 2 10 3.72

15 0.18 20 2 10 3.72

Se procedi6 a realizar el ANOVA correspondiente, obteniéndose los
siguientes resultados Tabla A.12.8 (Anexo A.12). Dado a que el valor F calculado
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no supera el valor F tabulado (No mostrado), con un nivel de significancia del 5 %
se rechaza la hipotesis nula (Ho) en ambos casos, se concluye que al menos una
par de medias difiere entre si; esto se sustenta con el valor p altamente
significativo.

Dado que el ANOVA indica diferencias significativas en, al menos, un par
de medias, entonces se procedié a realizar una comparacion mdultiple medias
(Prueba de Dunnet). Los resultados de la prueba se muestran en la Tabla A.12.9
(AnexoA.12). A una concentracion del 6 % (v/v) y 1.5 %(v/v), la elongacion del y
del hipocotilo y radicula no muestran diferencia significativa (valor p 0.1303 y
0.0024) con respecto al control negativo. Por lo tanto, considerando que en la
radicula se presenta un efecto mayor y es mas sensible al cambio de
concentraciones, se establece como criterio para la toxicidad, y se establece un
valor de LOEC en 1.5 % (v/v), mientras que el valor de NOEC en 3 % (V/v).
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6 ANALISIS INTEGRAL DE RESULTADOS

El analisis integral de resultados presentados en este apartado, fueron obtenidos a
partir de disefios experimentales de superficie de respuesta consecutivos. En el
disefio del medio de cultivo (combinacién de vinazas y suero de leche),
optimizacién de parametros a nivel matraz y corridas en biorreactor.

Aspergillus niger puede ser cultivado en un amplio espectro de sustratos. Sin
embargo, su crecimiento en presencia de metales y sulfatos contenidos en las
vinazas, resultan toxicos para este microorganismo. Estos efectos, se ven
reflejados en los rendimientos y productividades del bioproceso. Los valores
méaximos alcanzados fueron de 0.46 Qcsiulas/Osustrato Y 0.018 geewias/L*h con un
tiempo de cultivo 165 h, cuando se combinaron vinazas y suero de leche. Cuando
Unicamente se empleo suero de leche como sustrato el rendimiento fue de 0.47
Océlulas/Qsustrato Y Una productividad celular de 0.038gcelulas/L*h a las 95 h de cultivo;
presentdndose una activad enzimatica maxima de 1523 U/Qeuas Y UNA
productividad de 58.51U/L*h. Comparando estos valores, cuando se combinaron
vinazas y suero de leche, con respecto al rendimiento obtenido, no se observa
una diferencia significativa. Sin embargo, con respecto a productividad celular,
ésta aument6 dos veces mas su valor cuando el sustrato fue solo suero de leche.
Ademas, se redujo el tiempo de cultivo de 165 a 95 h, siendo 1.7 veces menor.
Estos resultados muestran que es importante considerar la fuente del sustrato, asi
como su composicion y su calidad cuando se quiere optimizar un bioproceso,
independientemente de las condiciones de operacion. A nivel de biorreactor, a 350
rpm, con un flujo de aireacién de 50 mL/min y 27 horas de cultivo, se obtuvieron
los mejores resultados en términos de actividad enzimética especifica, y
productividad volumétrica, siendo de 3485 U/gceuas Y 503 U/L*h, respectivamente.
Comparando estos resultados con los obtenidos a nivel de matraz; resulta que la
actividad enzimatica es 2.3 veces mayor y la productividad de 8.5 veces mas, alta,
requiriendo de un tiempo de cultivo de 27 h en lugar de 95 h. Lo anterior, también
puede interpretarse como que en el biorreactor se esta obteniendo con casi una ¥4
parte del tiempo, pocos mas del doble de actividad enzimética y una productividad
8.5 veces superior (Tabla 23).

Tabla 21. Evolucién de los parametros cinéticos en la optimizacién de la produccién de b-
galactosidasa a nivel matraz y biorreactor.

Nivel Medio de Y (x/s) Qx Qp Tiempo de
cultivo (geélulas/g sustrato) | (g/|_*h) (U/L*h) cultivo (h)

Vinazas + 0.46 0.018 -- 165

Matraz suero de leche
Suero 0.47 0.038 58.51 95
Biorreactor | Suero 0.12 0.052 503 27
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7 CONCLUSIONES

X El analisis fisicoquimico de las vinazas y suero de leche mostré similitudes
en sus propiedades fisicas (pH, densidad y solidos). En cuanto a su
composicion  quimica, existen diferencias importantes, por ejemplo, el
contenido de carbohidratos del suero de leche, present6 una concentracion
del 9 %(p/V) (siete veces mas que las vinazas). De la misma manera, el
contenido de proteinas fue de 308.35 mg/mL en el suero de leche (cientos
de veces mas que las vinazas). Por ese motivo, la proporcion inicial para
ambos sustratos se establecid, en 10 partes de vinazas por 90 partes de
suero de leche en la formulacién del medio de produccion.

X La concentracion de biomasa y proteina total soluble donde se obtuvo un
valor maximo (3.0 gestutas/L Y 159.3 MQproteina/L) S€ registro en el tratamiento
namero 1 (85 partes de suero por 5 de vinazas). Con un rendimiento de
0.46 Qeslulas/Osustrato, Y UNa productividad volumétrica de 0.018 gcsiutas/L*h.
Por otro lado, el tiempo de cultivo de 168 h no favorece la productividad del
proceso cuando las vinazas estan presentes en la formulacion del medio de
cultivo. Sin embargo, cuando se utiliza Unicamente suero de leche, el
tiempo de cultivo es reducido significativamente. Aunado a esto, el analisis
canonico realizado muestra un efecto positivo del suero de leche sobre la
biomasa y proteina. Por lo tanto, para poder maximizar ambas respuestas
(concentracion de biomasa y proteina), asi como, mejorar los rendimientos
y productividades se decidié suprimir la adicion de las vinazas al medio de
cultivo.

X Las condiciones ambientales 6ptimas a nivel de matraz, fueron temperatura
25°C, agitacion 200 rpm y 80 horas de cultivo, encontrandose una
concentracion maxima de 3.81 g/L de biomasa y 148.9mg/L de proteina.
Con un rendimiento de 0.640csiulas/Osustrato, Productividades volumétricas de
producto y biomasa de 48.10 U/L*h; y 0.038gcsiuias/L*h, respectivamente.
Mientras que la maxima actividad enziméatica (1523 U/Qcsiulas), S€ registro a
28°C, 226 rpm y 95 horas de cultivo. El rendimiento y las productividades en
esta condicion, fueron de 0.47Jcelulas/Jsustrato, 28.51 U/L*h, 0.0380ceiutas/L*h,
respectivamente. Practicamente, la entrada de energia (Kw/m?) al medio de
cultivo mediante la velocidad de agitacion influyo determinante en el
crecimiento del hongo y la actividad de la B-galactosidasa a 0.45 Kw/m? fue
donde se obtuvo la maxima actividad.
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X Las condiciones de proceso establecidas a nivel de biorreactor fueron: 1)
Uso de un antiespumante tipo A grado biofarmaceutico a una concentracion
del 10%(v/v), con un gasto total en promedio de 50 mL en todas las
corridas. 2). La operacion del biorreactor a 350 rpm, flujo de aireacién de
50 mL/min, 27 h de cultivo y con una entrada de energia al sistema de
0.242kw/m? (tratamiento 3), fue donde se obtuvo una actividad enzimatica
maxima de 3485 U/gesiulas, €ON una productividad de 503 U/L*h). De
acuerdo andlisis canonico, antes de las 27 h el flujo de aireacion fue el
factor que mas influyo en la produccién de biomasa, mientras que la
actividad enzimatica fue afectada por la velocidad de agitacion. Al término
del cultivo (72 h) la velocidad de agitacion fue la que mas afecto ambas
respuestas.

X La productividad celular se incremento 2 veces mas cuando Aspergillus
niger fue cultivado Unicamente en suero de leche (0.038gcslulas/L*h), que
cuando lo fue con vinazas y suero de leche (0.018 geguias/L*h). Asimismo, el
tiempo de cultivo se acorto 1.7 veces menos, pasando de 165 h a 95 h. Por
otro lado, la actividad enzimatica y la productividad volumétrica, a nivel de
reactor, fueron 2.3 y 8.5 veces mas (3485 U/Qceiutas Y 503U/ Jesiulas*L), que
los obtenidos a nivel de matraz (1523 U/Qceiutas Y 58.51 U/Qesiuias*L). Aunado
a esto, el tiempo de cultivo fue reducido de 95 h a 27 h (3.5 veces menos).
En términos energéticos, se pas6 de 0.450 kw/m® (matraz) a 0.242 kw/m?®
(biorreactor), es decir 1.8 veces menos energia. Por lo tanto, cultivar
Aspergillus niger en un sustrato que le provee los nutrimentos necesarios
para su metabolismo, bajo condiciones ambientales idoneas y transferencia
de masa y de energia eficiente, se traduce en altos rendimientos y
productividades del bioproceso.

X El remanente liquido del cultivo result6 toxico para las semillas de lechuga
(Lactuca sativa). Observandose que cuando la concentracion adicionada es
superior al 50%, se presenta una taza de mortalidad del 100%. Los
porcentajes determinados para la concentracion mas baja a la cual se
observa efecto (LOEC) y la concentracién de efecto no observable (NOEC)
fueron de 3% y 1.5% (v/v), respectivamente. Por lo tanto, la descarga del
liquido remanente a cuerpos de agua, sin algun tratamiento previo, tendria
efectos toxicos a corto, a mediano y largo sobre ese ambiente.
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8 PERSPECTIVAS DEL PROYECTO

Las recomendaciones para una futura investigacion, las cuales surgen después de
los analisis de resultados del presente trabajo de investigacion estan dentro de los
siguientes rubros:

X

Realizar un estudio reoldgico para observar el esfuerzo de corte sobre el
micelio y de esta manera correlacionar el efecto que se tiene sobre el
crecimiento de Aspergillus niger.

Utilizar los criterios de operacion expuestos a nivel de biorreactor para
abordar el problema de reproducibilidad a otros niveles.

La entrada de potencia especifica de 0.242 kw/m? al sistema, muestra una
oportunidad amplia de investigacién para escalar el bioproceso a nivel
planta piloto, empleando como medio de cultivo suero de leche y
Aspergillus niger.

Realizar estudios de cambios fisiolégicos y morfolégicos de Aspergillus
niger en cultivos a nivel biorreactor.

Realizar estudios sobre el perfil de oxigeno para elevar la productividad
modificando la velocidad de agitacion y flujo de aireacion.

Efectuar ensayos de recuperaciéon y purificacion de la enzima f-
galactosidasa, para determinar si el bioproceso es técnicamente y
econOmicamente factible.

Es importante ampliar nuestra visién de trabajo en cuanto a los bioprocesos

de produccion a nivel planta piloto, los cuales seguramente conduciran a
nuevas perspectivas de escalamiento
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10 ANEXOS

Anexo A.l. Cuantificacion de azUcares totales “Método
Fenol-Sulfarico” (Dubois et al., 1976).

Fundamento

Los acidos concentrados al reaccionar con los carbohidratos
producen un furfural, o derivados de él, que se condensan con un compuesto
fendlico produciendo compuestos coloridos caracteristicos.

Reactivos

Fenol al 5%.
H,SO, concentrado.

Procedimiento

1. Construir una curva patron de glucosa que contenga al menos 5
soluciones con concentraciones de glucosa diferentes en un
intervalo de entre 100 a 10 mg/mL.

2. Mezclar en tubos de ensaye 1 mL de la solucién stock, con 1 mL
de una solucién de fenol al 5% y con 5 mL de acido sulfarico
concentrado.

3. Agitar cuidadosamente y con uniformidad.
4. Dejar reposar por 10 min. a temperatura ambiente.
5. leer la absorbancia en un espectro a una longitud de onda de
480 nm.
Tabla A.1. Curva patrén de glucosa
Tubo Sol. Stock | H,O (mL) | Concentracién | Fenol 5% | Absorbancia
1mg/mL final (mL) (480 nm)
(mL) [ug/mL]
1 10 0 100 1 0.859
2 8 2 80 1 0.661
3 6 4 60 1 0.489
4 4 6 40 1 0.320
5 2 8 20 1 0.184
6 1 9 10 1 0.112

Mas 5 mL de acido sulfuirico
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Grafica A.1. Concentracion de glucosa vs absorbancia

Anexo A.2. Cuantificacion de azUcares reductores “Método Acido
dinitrosalicilico” (Dubois et al., 1976).

Pasos para preparar el reactivo DNS.

Disolver 1.6g de NaOH en agua destilada.
Adicionar 30g de tartrato de Na y K.
Adicionar 1g de DNS.

Aforar a 100 mL con agua destilada.
Almacenar en frasco &mbar a 4 °C.

ahwN=

Preparar una solucion stock de glucosa 4 mg/mL y almacenarla a 4°C.

A partir de la solucion de glucosa se preparan las soluciones para hacer la curva
patron con las siguientes concentraciones (g/L):
0:0.2:0.15:0.1:0.25:0.5:1:1.5:2:2.5

Procedimiento

e Tomar 0.5 mL de cada dilucién y agregar 0.5 mL de reactivo DNS.
Preparar una muestra blanco por dilucién de 0.5 mL de agua destilada a
0.5 mL del reactivo de DNS.

Agitar todas las muestras.

Colocar a ebullir las muestras en bafio maria por 5 minutos.

Enfriar con hielo.

Adicionar 5 mL de agua destilada.

Agitar y dejar reposar 15 minutos.

leer a 540 nm.

Graficar absorbancia versus concentracion.
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Grafica A.2. Concentracion de glucosa vs absorbancia.

Anexo A.3. Cuantificacion de sulfatos “Método Turbidimétrico”
(APHA, 1998).

Reactivos
e Solucion acida-acondicionadora.
e Solucion patron de sulfatos (100 ppm).
e Cloruro de bario dihidratado (BaCl,: 2H,0).

Procedimiento
e Tomar 10 mL de las diferentes diluciones de la solucién stock y de la
muestra (realizar dilucidn si se requiere) Tabla A.3
Adicionar 1 mL de la solucién acida.
Mezclar
Agregar 0.5 g de BaCl,: 2H,0
Agitar vigorosamente durante 1 minuto.
leer la absorbancia a una longitud de onda de 420 nm dentro de los 2
minutos siguientes.
e Realizar la curva de calibracion absorbancia contra concentracion.
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Tabla A.3 Curva patrén de sulfatos

Tubo H,O Sol. ASoI. BaCl, | Concentracion | Absorbancia
(mL) Stock Acida (9) final (420 nm)
(mL) (mL) (SO4 ppm)

1 9.5 0.5 1 0.5 5 0.025

2 9.0 1.0 1 0.5 10 0.063

3 8.5 1.5 1 0.5 15 0.113

4 8.0 2.0 1 0.5 20 0.166

5 7.5 2.5 1 0.5 25 0.235
Blanco 10 0 1 0.5 0 0

Anexo A.4.Cuantificacién de amonio “Método Indol” (Adams, 1991).

Reactivos
e Solucion fenol-alcohol al 10 %.

Solucion de nitroprusiato de sodio.
Solucion alcalina
Solucién oxidante
Solucién de acido clorhidrico 6N.

e Solucién stock de cloruro de amonio (10 mg/L).
A patrtir de esta solucién stock de cloruro de amonio, realizar diferente diluciones
para construir la curva de calibracion.

Procedimiento.
e Tomar 25 mL de la diferentes diluciones y la de muestra (diluir si es
necesario) y colocarlos en tubos de ensaye.

e Adicionar 1 mL de la solucién fenol-alcohol, 1 mL de la solucién
nitroprusiato, 5 mL de la solucién oxidante.

e Mezclar perfectamente.

e Colocar los tubos en un recipiente cerrando herméticamente asegurandose
gue no haya entrada de luz, y el color puede desarrollarse por dos horas en

total oscuridad.

e Después de las 2 horas leer la absorbancia a 640 nm, y construir la curva
graficando Absorbancia versus concentracion.

Tabla A.4. Curva patrén de amonio

Tubo Sol. Stock Sol. Sol. Sol. Concentracion | Absorbancia
(ImgNHs/mL) | Fenol 10% | nitroprusiato | oxidante final (mg/L) (640 nm)
(mL) (mL) de sodio (mL) (mL)
1 0.5 1 1 2.5 50 0.138
2 1.0 1 1 2.5 100 0.189
3 15 1 1 2.5 150 0.210
4 2.0 1 1 2.5 200 0.290
5 2.5 1 1 2.5 250 0.363
Blanco H20 1 1 2.5 0 0
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Grafica A.4. Concentracion de amonio vs. absorbancia

Anexo A.5. Cuantificacién de proteina “Método de Bradford (Cutler,
2004; Bradford, 1976).

Fundamento
Este método involucra la unién del azul brillante de Coomassic G-250 a la
proteina. Esta unién provoca un cambio en el maximo de absorcion de 465 a 595
nmy el incremento a 595 nm se cuantifica.

Reactivos
Azul brillante de Coomassic G-250.
Etanol al 95%
Acido fosférico.
Albumina de suero bovino (BSA).

1. Partiendo de una solucion stock de albumina sérica bovina con
concentracion de 1mg/mL (BSA-SIGMA), tomar diferentes alicuotas con
micropipeta y colocarlas en tubos de 13 x 100 (ver Tabla )

2. Ajustar con agua destilada hasta un volumen de 1000 ul y adicionar 1000
mL de reactivo de Bradford, mezclar en vortex y dejar reaccionar por 15
minutos a temperatura ambiente.

110



3. Leer cada una de las soluciones en un espectrofotometro Pharmacia
Biotech Ultrospec 3000 a una absorbancia de 595 nm en celdas de plastico

de 3000 mL

4. Con los resultados de absorbancia y concentracion de BSA obtenidos

construir una curva estandar de proteina.

Tabla A.5. Curva patrén de proteina

Tubo H,O (uL) Reactivo de [Proteina] Absorbancia
Bradford (ulL) (mg/mL) (595 nm)
1 1000 1000 0 0.000
2 990 1000 0.01 0.226
3 980 1000 0.02 0.367
4 960 1000 0.04 0.621
5 940 1000 0.06 0.774
6 920 1000 0.08 0.906
7 900 1000 0.10 1.138
Curva patron de proteina
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Grafica A.5. Concentracion de proteina vs absorbancia

Anexo A.6. Prueba de actividad enzimatica de la g-galactosidasa
(Miller, 1972).
Fundamento
La pB-galactosidasa es capaz de hidrolizar (romper) beta-D-galactosidos,
como lo es el disacéarido lactosa, produciendo moléculas de glucosa y galactosa.
En esta prueba, el sustrato o-nitrofenil-p-D-galactopiranosil (ONP) es utilizado en
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lugar de la lactosa. Cuando la B-galactosidasa rompe el ONP, O-nitrofenol es
liberado. Este compuesto presenta un color amarillo y absorbe a una longitud de
onda de 420 nm. La medicion de la actividad enzimatica de la enzima se da por el
incremento de la intensidad del color amarillo con el tiempo.

Procedimiento
e Tomar 2 mL del sobrenadante del caldo de cultivo e incubar 28° C por 10
minutos.
e Iniciar la reaccion agregando 0.4 mL de la solucion de ONP (4mg/mL.) y
registrar el momento preciso de la adicion.
e Homogenizar la mezcla.
e Incubar la mezcla a 28 °C por 25 min.

e Parar la reaccion después de desarrollar suficiente color, agregando 1 mL
de Nach)g_
e Homogenizar la mezcla y registrar el tiempo.
e Registrar la densidad 6ptica a 420 y 550 nm para cada tubo.
e Calcular las unidades de actividad.
Ecuacion para calcular las unidades de actividad enziméatica.

Unidades de Miller = 1000 x ((OD420 — 1.75 X ODss0)) / ( T x V x CB)
Donde:
e OD4p y ODsso son las lecturas de la mezcla de
reaccion.
e CB es la concentracion de células (g/L).
e T es el tiempo de cultivo en minutos.
e V es el volumen usado en la prueba en mL.

Anexo A.7. Produccién nacional de leche.

En México, segun la SAGARPA, la produccién total de leche fue de millones
de litros durante el periodo 2002-2006. En la Tabla 11.6.1, se muestra como la
produccion de leche ha aumentado en el transcurso de los afios, con una baja en
el 2006, afectando directamente la industria quesera

Tabla A.7. Produccién nacional de leche de vaca (SIAP-SAGARPA, 2006)

Afio 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006
Millones de litros
leche 9,804.8 | 9,936.197 | 10,025.3 | 10,0325 9,320.7
Bovino 9,658.3 9,784.4 9,864.3 9,868.3 9,171.1

la produccién total se concentro en cinco estados principalmente, entre
estos destacan el estado de Jalisco, Coahuila, Durango y Chihuahua.
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Anexo A.8. Analisis macro y micro morfolégico de Aspergillus niger.

Con la finalidad de verificar la autenticidad de la cepa, se procedié a
realizar un andlisis macro y micro morfolégico y comparar estos resultados con los
reportados en la bibliografia.

Caracteristicas macroscopicas (Figura 11.8.1): Colonias en PDA de color
negro o marrGn muy oscuro; reverso incoloro a amarillo; colonias densas de
granulares a flocosas.

Figura A.8.1 Morfologia macroscopica de Aspergillus niger en medio PDA

Caracteristicas microscépicas (Figura 11.8.2): Cabezas conidiales biseriadas y
radiales; estipes de paredes gruesas, lisos, hialinos, amarillentos o de color
marron palido, en especial cerca de la vesicula. Vesicula casi esférica; métulas
ocupando toda la superficie de la vesicula. Conidios globosos de color marrén,
normalmente muy rugosos con crestas irregulares y protuberancias

Figura A.8.2 Morfologia microscépica de Aspergillus niger a 100X

Anexo A.9. Prueba de toxicidad aguda con semillas de lechuga
(Lactuca sativa).

El bioensayo de toxicidad con semillas de lechuga (Lactuca sativa) es una
prueba estatica de toxicidad aguda (120 h de exposicién) en la que se pueden
evaluar los efectos fitotoxicos de compuestos puros o de mezclas complejas en el
proceso de germinacion de las semillas y en el desarrollo de las plantulas durante
los primeros dias de crecimiento. Como puntos finales para la evaluacién de los
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efectos fitotoxicos, se determina la inhibicién en la germinacion y la inhibicion en la
elongacion de la radicula y del hipocatilo.
Procedimiento

e Colocar en cada capsula de Petri un disco de papel de filtro (Watman No
1).

e Marcar correctamente cada caja con la dilucién correspondiente, asi como
la fecha y hora de inicio y término del bioensayo.

e Seleccionar las semillas que presenten un tamafio uniforme

e Saturar el papel de filtro con 5 mL de la dilucién (100, 50, 25, 12.5, 6.25,
1.12 % muestra, agua dura (control negativo), solucién de sal de Zinc
(control positivo)) evitando que se formen bolsas de aire.

e Con una pinza distribuir las 20 semillas en la caja Petri, dejando espacio
suficiente entre ellas para permitir la elongacion de la raiz.

e Incubar a 22°C, por un periodo de 5 dias en oscuridad total.

e Al término de la prueba contar el nUmero de semillas germinadas y con
una regla medir la elongacién del hipocétilo, asi como radicula.

e Calcular el % de inhibicion y la concentracion letal media (Clsop), utilizando
el Método de Probit.

Andlisis Probit
p = (r /n)X100)
Donde d = concentracion de la sustancia o dosis
n = NUmero de individuos
r = Nimero de organismos muertos o afectados
p = Porcentaje de efecto

Mediante tablas transformar p (porcentaje de efecto) a unidades Probit,
buscando en una tabla de distribucion normal el valor de z correspondiente a
una probabilidad acumulada igual a p y sumandole a continuacion cinco
unidades, asi se obtiene una distribucion de puntos en un sistema bivariado de
tipo lineal, los cuales se procesan segun el analisis tipico, obteniéndose la
ecuacioén del tipo:

y=ax+b
Donde:
y ( expresado en unidades Probit) = z+5

z =variable normal estandar = z, tal que la Prob (z<z,) = p
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ay b son los estimadores de los parametros del modelo de regresion
Asi, cuando p =50% entonces y=5 por lo tanto:
Xs = log10 Clsy entonces Clso "= 10”°

Tabla A.9.1 Relacion entre el Probit empirico y el porcentaje de mortalidad
% 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

0 - 2,67 12,95 |3,12 |3,25 |3,36 |3,45 |3,52 |3,59 |3,66

10 |3,72 |3,77 |3,82 |3,87 |3,92 [3,96 |4,01 |4,05 |4,08 |4,12

20 4,16 |4,19 |4,23 [|4,26 |4,29 |4,33 |4,36 [4,39 [|4,42 [|4,45

30 |4,48 |4,50 4,53 |4,56 |4,59 4,61 |4,64 |4,67 |4,69 |4,72

40 4,75 4,77 |4,80 |4,82 |4,85 [4,87 |4,90 [4,92 |4,95 |4,97

50 |5,00 |[5,03 |5,05 |508 |510 (5,13 |5,15 |5,18 |5,20 |5,23

60 |525 |528 |5,31 |533 |5,36 |5,39 |541 |5,44 |547 |5,50

70 5,52 5,55 558 [|561 |564 |567 |571 |574 |577 |581

80 |584 |588 |592 |595 |599 6,04 |6,08 |6,13 |6,18 |6,23

90 |6,28 |6,34 |6,41 |6,48 |6,55 |6,64 |6,75 |6,88 |7,05 |7,33

% o0 |01 |02 |03 |04 |O5 |06 |07 |08 |09

99- 733 |7,37 |7,41 |7,46 |7,51 |7,58 |7,65 |7,75 |7,88 |9,09
* Valores entre 99,0 y 99,9.

A) Establecimiento de Clso del téxico de referencia

El desarrollo de la prueba consistio el colocar 20 semillas de lechuga en cajas
Petri, utilizando 4 mL de las cinco diluciones de la muestra a estudiar (100, 50,
25, 12, 6, 3 y 1,5%). Asimismo, se utilizd6 un control negativo (agua dura) y un
control positivo  (ZnSO,). Las semillas de lechuga fueron seleccionadas
meticulosamente, buscando que fuera un tamafo de semilla uniforme para todas.
Las pruebas fueron ejecutadas por triplicado e incubadas a una temperatura de
22°C por 5 dias, en oscuridad total. Con el objetivo de controlar la sensibilidad
de las semillas, se corrié simultaneamente un control positivo utilizando una sal de
Zinc como toxico de referencia.
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En primera instancia, lo primero en establecer fue la concentracion efectiva o de
inhibicién media (Clsp) del control positivo para el lote de semillas a utilizar. Para
el calculo de (Clsp), se empleo el Método de Probit. En la Tabla se muestran los
resultados organismos muertos, porcentaje de mortalidad y probit empirico
calculado a partir de la Tabla A.9.1 (Anexo A.9).

En la Figura A.9.1, se muestran los datos de Probit Empirico en funcion del
log10(%), asi como, el ajuste lineal correspondiente. Interpolando el valor de PE
igual a 5 en el modelo, se encontrd un valor log = 1.69, obteniéndose un valor de
48.9 mg ZnSO./L correspondiente a la Clsp, indicando que es la concentracion en
la cual se obtiene 50% de mortalidad de los organismos a los 5 dias de exposicion
al toxico. Esta concentracion se utilizd en el control positivo para evaluar el
remanente del cultivo.

6.0

Modelo matematico
R =988 u

5.5

5.0

45| Datos experimentales g

PE

4.0 -

3.5

X=1.69

3.0 T T T T v T T T

N :
0.8 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0 2.2
Log 10 %

Figura A.9.1. Representacion gréfica del calculo de la Cls, para el toxico de referencia
ZnsS
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Anexo A.10. Resultados experimentales obtenidos a diferentes tiempos de cultivo (promedio de 3 replicas).

Tiempo de Numero de tratamiento
cultivo(h) T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 T12
pH 422 | 4.2 429 | 4.2 4.2 422 |42 427 | 426 | 427 |428 |4.28
y Biomasa (g/L) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Inoculacion  Mproteina (mg/L) 130.4 | 174.8 | 162 155.6 | 147.4 | 151.6 | 160.4 | 147.6 | 129.8 | 142.6 | 144 144
Azlcares (mg/mL) | 30.94 | 39.35 [ 35.54 | 32.75 | 30.16 | 31.43 | 35.45 |33.36 | 31.43 | 32.09 | 34.44 | 33.84
pH 424 | 421 | 429 |420 |421 |423 |431 |427 |427 |425 |427 |4.25
Biomasa(g/L) 0.2 012 |02 0.02 |02 0.1 016 |0.02 |02 0.2 0.2 0.25
24 Proteina(mg/L) 127.8 | 170.8 | 160.4 | 155.4 | 134.4 | 1222 | 156.6 | 129.4 | 142.6 | 1316 | 127.6 | 144
Azlcares (mg/mL) | 30.70 | 37.17 [35.29 |32.15 |30.1 |[31.18 [3547 [33.18 [3094 [31.73 [31.43 [31.79
pH 448 | 445 | 450 |425 |[429 |436 |456 |431 |436 |4.36 |4.36 |4.37
Biomasa (g/L) 018 [0.12 |02 0.2 014 |0.2 0.2 0.1 033 018 [024 |0.18
52 Proteina (mg/L) 56.34 | 143.4 |125.6 | 145.8 | 140.4 | 36.6 137.8 | 134.2 | 136.6 | 122.2 | 126.2 | 131
Azlcares (mg/mL) | 30.22 | 36.81 | 33.97 |30.39 | 29.61 | 26.10 | 31.85 | 3294 |3052 |315 |30.64 |31.73
pH 461 | 456 |4.62 |[435 |446 |453 |4.68 |4.36 |457 |455 |456 |4.54
Biomasa (g/L) 1.4 1.0 018 |0.18 |02 0.6 1.0 0.202 | 0.4 0.2 0.4 0.41
74 Proteina(mg/L) 53.6 | --- 124.6 | 96.2 11 31.2 118.4 | 114 9.8 4 8.2
Azlcares (mg/mL) | 27.19 | 36.56 | 32.94 | 26.94 | 26.77 | 18.79 | 31.37 | 29.73 | 30.04 | 31.67 | 28.35 | 31.43
pH 4.7 469 | 474 | 449 [457 | 458 |478 | 449 [466 |460 |4.64 | 4.64
Biomasa(g/L) 1.6 1.4 8.0 8.0 8.0 1.4 1.4 1.04 |16 0.6 2.0 1.4
94 Proteina(mg/L) 118 |7 5 228 | - 186 |67.6 |39 104 |4 35.6
Azlcares (mg/mL) | 26.83 | 36.14 [ 30.22 | 2559 | 17.39 | 17.88 | 28.46 | 24.23 | 23.75 | 22.59 | 22.05 | 26.65
pH 474 | 473 | 479 [452 |459 |461 |4.82 [454 |467 |462 |4.68 |4.67
Bioméasa(g/L) 1.8 1.2 0.79 1.2 1.0 1.6 1.8 1.05 [181 |14 1.8 1.42
101 Proteina (mg/L) 328 |2 21.8 [404 |448 |626 |304 [138 |142 |[252 |328
Azlcares (mg/mL) | 27.01 | 36.1 | 26.10 | 24.1 16.92 | 17.70 | 27.35 | 22.72 | 21.75 | 21.63 | 20.0 19.45
pH 471 | 475 |4.68 [452 |457 |458 |4.81 [466 |462 |458 |4.61 |462
Biomasa (g/L) 2.2 1.6 1.4 1.35 1.75 1.85 | 2.08 142 [208 |20 1.95 1.68
125 Proteina (mg/L) 112.9 | 51.1 |87 51.66 | 8.6 48 722 |30 659 |203 |[356 |429
Azlcares (mg/mL) | 26.08 | 30.88 | 23.88 | 23.56 | 16.47 | 14.68 | 27.02 | 18.34 | 1856 | 14.01 | 18.59 | 15.69
pH 462 |479 |459 [451 |454 |451 | 478 487 |452 |447 |455 |[453
Biomasa g/L) 3.0 2.2 2.8 2.4 2.2 2.0 2.2 2.4 2.4 2.2 2.2 2.0
165 Proteina (mg/L) 159.8 | 111.2 | 972 |94 111.2 | 107 97 96.2 |1026 |57.2 |77 94
Azucares (mg/mL) | 24.47 | 27.74 | 22.96 | 19.94 | 14.79 | 8.18 26.52 | 7.61 16.73 | 7.30 14.86 | 8.88
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Anexo A.11. Sistema de cultivo

Los cultivos fueron llevados a cabo en un biorreactor tipo tanque agitado con
un tamafio nominal de 3 litros de la marca Applikon, provisto de los elementos de
control como: pH, oxigeno disuelto, agitacion, temperatura, suministro de nutrientes y
antiespumante. Dispone a su vez de salida de comunicacion en serie que permite su
supervision, control y captura de datos mediante ordenador. En la Figura A.11.1 se
ilustra la disposicion de cada uno de estos elementos

Biocontrolador
ADI 1010

Bombas

Biorreactor

Rotametros

Figura A.11.1. Biorreactor automatizado Applikon.

Descripcion del equipo.

a) Biorreactor

Constituido por una jarra de cultivo, con volumen nominal de 3 litros, con
un volumen de trabajo minimo de 500 mL y méximo de 2000 mL. La relacion
altura de liquido/diametro interno del reactor (H/D) es de 1.5 para un volumen de
operacion de 2000 mL. El sistema de agitacion esta integrado por 2 turbinas tipo
Rushton de 45 mm de diametro total con 6 paletas planas y un motor de velocidad
variable (Mod. P100; rango de velocidad: 0-1250 rpm), cuenta ademas con 4
deflectores, dispersor de aire de orificio, sistema de enfriamiento mediante
recirculacion de agua a través de un intercambiador de calor, calentamiento por
medio de una mantilla térmica de 110 W, sondas de pH (rango: 0-14), de oxigeno
disuelto (rango: 0-500% de saturacion en aire) y de temperatura (rango: 0-150 °C).
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b) Biocontrolador AID 1010
Este dispositivo lleva acabo la medicién y control de las variables de
proceso como pH, temperatura, oxigeno disuelto, nivel de liquido o adicion de
antiespumante y velocidad de agitacion. Esto funciona mediante un control de tipo
Proporcional-Integral-Derivativo (PID). EI control PID funciona por medio de
actuadores. Los actuadores para cada variable son:
e Para el control del oxigeno disuelto
Velocidad de agitacion.
Flujo de aire (valvula de aire).
Flujo de oxigeno (valvula de oxigeno).
Flujo de nitrégeno (valvula de nitrégeno).
e Para el control del pH
Adicion de acido (bomba de acido).
Adicion de base (bomba de base).
e Para el control de temperatura
Flujo de agua de enfriamiento.
Calefactor eléctrico.
e Para el control de nivel
Adicion de antiespumante (bomba de antiespumante).
Bomba peristaltica auxiliar, dispuesta con un control de velocidad
manual.

c) Bioconsola ADI 1025
La bioconsola consta esencialmente de los actuadores y recibe las sefales
del biocontrolador para llevar a cabo el control de las variables del proceso. La
bioconsola esta equipada con:

e Tres bombas de adicion para &cido, base y control del nivel, son
operadas de forma automatica y una mas operada de forma manual
para el nivel.

e Cuatro rotdmetros, en los cuales se controla de forma manual,
mediante una valvula de aguja, el flujo de aire, oxigeno, nitrégeno y
bioxido de carbono.

e Una valvula solenoide para controlar la entrada de agua de
enfriamiento al sistema.

6. Una fuente de poder para la mantilla de calentamiento.

d) Sistema de computo
Mediante un programa de control y de adquisicion de datos (Software
BioXpert versién 1.20x), la computadora lleva acabo el monitoreo simultaneo y de
ser necesario el control remoto del sistema de cultivo. El Software permite llevar
acabo:
1. Si se requiere, el control remoto de los parametros del cultivo (pH,
oxigeno disuelto, temperatura, nivel, control de espuma) por medio de algoritmos
de control y algoritmos de tipo apagado/encendido (ON/OFF).
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2. El monitoreo del cultivo mediante un registro de datos y grafico del
comportamiento de cada uno de los pardmetros del cultivo.

La adquisicion de los datos se lleva acabo por periodos de tiempo determinados
por el usuario, en funcién del tiempo de operacion del sistema, los periodos de
adquisicion.

e) Determinacion del coeficiente de transferencia de oxigeno en el
Biorreactor.

El efecto de la agitacion y la aireacién son de gran importancia en muchos
procesos de biotransformacion de los sustratos. La combinacion de estas dos
variables determina la capacidad de transferencia de oxigeno de un sistema,
afectando de manera directa el crecimiento de los microorganismos y su
productividad. Empleando la Metodologia de Superficie de Respuesta, se planted
un Disefio Compuesto Central ortogonal (DCC) para un modelo de segundo orden
y asi poder evaluar el coeficiente de transferencia de oxigeno (K.,). La codificacion
de los niveles de las variables se presenta en la Tabla A.11.1 el nivel minimo de
agitacion de 50 rpm se establecié de acuerdo a los antecedentes de que se
mencionan en la literatura. El impulsor tipo Roushton, provoca mucho mas estrés
en cultivos miceliares, que cuando se utilizan otro tipo de impulsores existentes.
Por otro lado, el maximo de 350 rpm fue establecido de acuerdo a los trabajos
realizados previamente.

Tabla A.11.1. Niveles de Ila velocidad de agitacion y aireacion para la
determinacion del coeficiente de transferencia de oxigeno (Ka).

Nivel Velocidad de agitacion Flujo de aireacion
(rpm) (mL/min)
-1 50 50
0 200 100
+1 350 150

El procedimiento fue similar al realizado en la optimizaciéon de las
condiciones de cultivo a nivel de matraz. Se consideraron dos variables: velocidad
de agitacion (rpm) y flujo de aireacion (mL/min), las cuales fueron evaluadas a dos
niveles uno bajo (-1) y otro alto (+1). Dando un total de 2°= 4 combinaciones, por
otro lado se incluyeron seis puntos centrales y cuatro puntos axiales resultando
un total de 14 tratamientos Tabla A.11.2, en esta misma se presentan los valores
obtenidos de los coeficientes de transferencia utilizando el método de sulfito
(KLa)agua Y las velocidades de transferencia de oxigeno (VTO) calculadas a partir
de los valores de (Kia )agua . LOS valores del coeficiente de transferencia de
oxigeno obtenidos a diferentes condiciones de agitacion y aeracion, fueron
ajustados a un modelo de regresion multiple para dos variables de acuerdo a la
expresion:

KLah™)= 209.9023 +84.18*VA + 11.44*FA — 4.94*VA*FA
- 7.3884*(VA)? -.00622*(FA)?
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Donde: VA = velocidad de agitacion (rpm)
FA = flujo de aireacion (mL/min)

Tabla A.11.2. Disefio experimental para evaluar el efecto de la agitacion y
aeracion en la determinacion del coeficiente de transferencia de oxigeno Ka.

Tratamiento Factor Respuesta

Coef. Vel. Transtf.

Vel. Agitaciéon Flujo de Transf. de | de oxigeno

(rpm) aireacion oxigeno |(mg O2/L*h)

(mL/min) (1/h)

1 50 50 110.23 745.15
2 50 150 140.12 947.21
3 350 50 280.12 1893.61
4 350 150 290.25 1962.09
5 38 100 98.12 663.29
6 362 100 295.12 1995.01
7 200 46 190.12 1285.21
8 200 154 220.15 1488.21
9 200 100 210.15 1420.61
10 200 100 211.12 1427.17
11 200 100 213.45 1442.92
12 200 100 211.13 1427.23
13 200 100 210.2 1420.95
14 300 100 211.23 1427.91

El ajuste se realiz6 utilizando un paquete de software JMP, con la finalidad
de generar la superficie de respuesta que se presenta en la Figura A.11.1. Como
era de esperarse, a medida que se incremento la velocidad de agitacion de 50 a
350 rpm se observé un incremento en el coeficiente de transferencia de oxigeno,
mientras que cuando se incrementa el flujo de aireacién la respuesta se ve
afectada en menor grado. Este comportamiento se debe a que cuando se
aumenta la velocidad de agitacion en un reactor, los impulsores rompen las
burbujas haciendo a estds mas pequefias, ocasionando un incremento en el area
superficial, al mismo tiempo, hay una mejor distribucién de las burbujas en el
medio, aumentando el tiempo de residencia de las mismas, esto hace que la
transferencia de oxigeno se vea favorecida notablemente. En cambio, un aumento
en el flujo de aireacidbn hace que haya mucho mas aire en el sistema, por el
aumento del niamero de burbujas, pero como no hay una buena distribucion, estas
tienden a coalescer y salir del liquido por lo que el tiempo de residencia es mucho
menor, ocasionando que no haya un aumento muy notable en el coeficiente de
transferencia de oxigeno (Figura A 11.2).

121




Figura A.11.2.Coeficiente de transferencia de masa (Y) en funcion de la velocidad de
agitacion (X2) y flujo de aireacién (X1).

El analisis de varianza correspondiente se presenta en la Tabla A.11.3. El
coeficiente de determinacion obtenido al ajustar el modelo fue 99.24, esto quiere
decir que 99.24 % de la variabilidad del sistema es explicada por la ecuacién de
segundo orden obtenida. Los valores de la respuesta (K,a) presentaron una
moderada variabilidad con un coeficiente de variacion de 3.19 % encontrandose
dentro de los rangos deseados. Este comportamiento era de esperarse dado a
que en un sistema como es el biorreactor se tiene un mayor control de las
variables como la temperatura, la medicion del oxigeno disuelto, entre las mas
importantes que pueden afectar el sistema. Tres efectos presentan valores P
inferiores a 0.05, pero dos efectos lineales son altamente significativos sobre la
respuesta, es decir que la respuesta es muy sensible a cambios de estos dos
factores, por otro lado el estadistico F del factor velocidad de agitacion,
comparado con el del flujo de aireacion es 54 veces mas grande, esto implica que
la velocidad de agitacion es una variable la cual tiene un efecto mas directo en el
coeficiente de transferencia de oxigeno.
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Tabla A.11.3. Andlisis de varianza del modelo de superficie de respuesta para el
transferencia de oxigeno (K..). F: Prueba de Fisher, P : prueba de
significancia de 0.05

coeficiente de

Fuente de Suma de Grados de Cuadrados |Estadistico| Valor-P
variacion cuadrados libertad medios F
VA 44817.962 1 44817.962 | 1030.915 0.0001
FA 828.681 1 828.681 19.0615 0.0024
VA*FA 97.614 1 97.614 2.2454 0.1724
VA*VA 191.329 1 191.329 4.4010 0.0492
FA*FA 0.014 1 0.014 0.0003 0.9863
Error total 46302.99 13 3561.7685 | 211.4147 0.0001
Falta de 347.79185 8 43.474 79.1085 0.0001
ajuste
R%(%) 99.24
CV(%) 3.19

Anexo A.12. Analisis estadistico de datos

A. Analisis estadistico de datos de la formulacién del medio de cultivo.

La Tabla A.12.1, muestra la matriz de datos de los 12 tratamientos con los
correspondientes resultados experimentales obtenidos de la produccién de
biomasa y proteina soluble, después de haber transcurridos 165 horas de
cultivo. Debido a que se trataba de un disefio central compuesto ortogonal (DCC)
se realizo el ajuste de la superficie respuesta a través de una funcién polinomial
de segundo orden, asi mismo, los resultados fueron analizados mediante la
técnica de regresion multiple y de andlisis de varianza (ANOVA). Con ello, fue
posible determinar si los modelos de segundo orden podrian ser una
aproximacion adecuada del sistema. Ademas, el andlisis de regresion permitio, si
era posible establecer los coeficientes de significancia y la ecuacién que
posiblemente podria describir los sistemas. Los modelos fueron revisados
estadisticamente con una prueba de Fisher (F)y una significancia menor al 0.5%.

Tabla A.12.1. Andlisis de varianza del modelo de superficie de respuesta para las
respuestas de biomasa y proteina (2 factores) F: prueba de Fisher, P: prueba de
significancia. *0.05 nivel de significancia.
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Fuente de Suma de Grados de Cuadrados |Estadistico| Valor-P
variacion cuadrados libertad medios F
Respuesta Biomasa
S. L. 0.00845299 1 0.00845299 0.0918 0.7721
V 0.13246788 1 0.13246788 1.4388 0.2755
S.L*V 0.04000000 1 0.04000000 0.4345 0.5343
S.L*S.L 0.03429065 1 0.03429065 0.3724 0.5641
V*V 0.21904290 1 0.21904290 2.3791 0.1739
Error total 0.9866666 11 0.089696 0.9433 0.5154
Falta de 0.55241209 6 0.0920686 5.9052 0.0894
ajuste
R*(%) 44.01
CV(%) 12..98
Respuesta Proteina
S. L. 1027.7304 1 1027.7304 2.9939 0.1343
V 394.3223 1 394.3223 1.1487 0.3250
S.L*V 504.0025 1 504.0025 1.4682 0.2712
S.L*S.L 1728.9527 1 1728.9527 5.0367 0.0660
V*V 571.3534 1 571.3534 1.6644 0.2445
Error total 6285.982 11 571.45 2.4624 0.1516
Falta de 2059.619 6 343.26 0.7072 0.8081
ajuste
R%(%) 67.23
CV(%) 18.52

S.L. = Suero de leche, V = Vinazas, S.L.*V = Termino cruzado, S.L.*S.L. = Termino cuadratico, V*V =

Termino cuadratico

En la Tabla A.12.1. Se puede observar que los efectos lineales, cuadraticos
puros y cruzados para ambos modelos propuestos, ninguno fue significativo por lo
que el modelo no pudo ser establecido. Los coeficientes de correlaciéon (R?)
obtenidos fueron de 44.01 y 67.23, indicando que una gran parte de la variabilidad
de la respuesta no es explicada por los modelos; es decir, que sélo 44.01% de los
datos para la respuesta de biomasa se pudieron ajustar al modeloy un 67.23 %
de los datos de la proteina soluble son ajustados al modelo.

B. Anadlisis estadistico de datos de los cultivos realizados a nivel de

matraz.
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Tabla A.12.2. Andlisis de varianza del modelo de superficie de respuesta para
biomasa (3 factores) F: prueba de Fisher, P: prueba de significancia. *0. 05 nivel
de significancia.

Fuente de Suma de Grados de | Cuadrados | Estadistico Valor-P
variacion cuadrados libertad medios F
T 0.7731454 1 0.7731454 10.6863 0.0084
VA 3.1982864 1 3.1982864 44,2064 0.0001
TC 0.4239783 1 0.4239783 5.8602 0.0358
T*VA 0.0288000 1 0.0288000 0.3981 0.5418
T*TC 0.2048000 1 0.2048000 2.8307 0.1230
VA*TC 0.3698000 1 0.3698000 5.1113 0.0471
T*T 0.4430156 1 0.4430156 6.1233 0.0440
VA*VA 0.0205211 1 0.0205211 0.2836 0.7289
TC*TC 0.0566045 1 0.0566045 0.7824 0.3120
Error total | 6.3846950 19 32.60 7.2966 0.0043
Falta de 0.579791 10 7.2172986 1.0680 0.511454
ajuste
R%(%) 90.93
CV(%) 8

Tabla A.12.3. Analisis de varianza del modelo de superficie de respuesta para
proteina (3 factores) F: prueba de Fisher, P: prueba de significancia. *0.05 nivel de

significancia.
Fuente de Suma de Grados de Cuadrados |Estadistico| Valor-P
variacion cuadrados libertad medios F
T 9.4062 1 9.4062 10.099 0.0130
VA 36.3511 1 36.3511 39.207 0.0002
TC 92.8571 1 92.8571 100.292 0.0001
T*VA 0.4704 1 0.4704 0.536 0.4848
T*TC 2.5538 1 2.5538 2.706 0.1386
VA*TC 2.5538 1 2.5538 2.706 0.1386
T 6.6583 1 6.6583 7.152 0.0282
VA*VA 6.0525 1 6.0525 6.500 0.0342
TC*TC 2.8832 1 2.8832 3.099 0.1164
Error total 167.1600 19 8.7979 15.689 0.0001
Falta de 7.3806 10 0.7380 384.584 0.0001
ajuste
R*(%) 95.58
CV(%) 9.4

T = Temperatura; VA = Velocidad de agitacion; TC = Tiempo de cultivo; T*VA, T*TC, VA*TC = Efecto
cruzado ; T*T, TC*TC, VA*VA = Efecto cuadratico
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Tabla A.12.4. Andlisis de varianza del modelo de superficie de respuesta para

actividad enzimatica (3 factores) F: prueba de Fisher, P: prueba de
significancia.*0.05 nivel de significancia.
Fuente de Suma de Grados de | Cuadrados |Estadistico| Valor-P
variacion cuadrados libertad medios F
T 0.044462 1 0.044462 0.000 0.9986
VA 38963.53 1 38963.53 2.755 0.1279
TC 648492.69 1 648492.69 45.853 0.0001
T*VA 8001.12 1 8001.12 0.565 0.4693
T*TC 13861.13 1 13861.13 0.980 0.3455
VA*TC 14878.12 1 14878.12 1.052 0.3292
T*T 74659.36 1 74659.36 5.279 0.0444
TC*TC 19504.92 1 19504.92 1.379 0.2675
VA*VA 131277.92 1 131277.92 9.282 0.0123
Error total 1091062.2 19 57424.32 7.461 0.0021
Falta de 141428.42 10 1414.28 6960.773 0.0001
ajuste
R%(%) 87.03
CV(%) 11.6

T = Temperatura; VA = Velocidad de agitacion; TC = Tiempo de cultivo; T*VA, T*TC, VA*TC = Efecto
cruzado ; T*T, TC*TC, VA*VA = Efecto cuadratico
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C. Analisis estadistico de los datos de cultivos realizados en Biorreactor

Tabla A.12.5. Analisis de varianza de los modelos de superficie

para las

respuestas de biomasa y actividad enzimatica especifica después de 27 h de
cultivo (2 factores) F: prueba de Fisher, P: prueba de significancia. *0.05 nivel de

significancia.
Fuente de Suma de Grados de | Cuadrados |Estadistico| Valor-P
variacion cuadrados libertad medios F
Respuesta Biomasa
VA 1.9777 1 1.9777 2.117 0.1959
FA 2.3889 1 2.3889 2.556 0.1609
VA*FA 0.1225 1 0.1225 0.131 0.7297
VA*VA 4.5458 1 4.5457 4.867 0.0695
FA*FA 1.1035 1 1.1035 1.181 0.3188
Error total 16.9472 11 1.5406 2.428 0.1552
Falta de 5.6046 6 0.9340 16.283 0.0232
ajuste
R%(%) 66.92
CV(%) 32.60
Respuesta Actividad Enzimatica Especifica
VA 4895397.0 1 2090932.3 11.737 0.0140
FA 2.5 1 376919.2 0.000 0.9981
VA*FA 422500.0 1 5205.6 1.013 0.3530
VA*VA 7162349.4 1 5720038.7 17.172 0.0061
FA*FA 67966.4 1 2019502.1 0.163 0.7004
Error total | 15664899.0 11 1424081.7 6.311 0.0221
Falta de 2502452.2 6 417075.3 |[176352.80| 0.0002
ajuste
R*(%) 84.0
CV(%) 63.6

VA = Velocidad de agitacién; FA = Flujo de aireacion; VA*FA = Efecto cruzado; VA*VA, FA*FA = Efecto
cuadratico
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Tabla A.12.6. Analisis de varianza de los modelos de superficie

para las

respuestas de biomasa y actividad enzimatica especifica después de 30 h de
cultivo (2 factores) F: prueba de Fisher, P: prueba de significancia. *0.05 nivel de

significancia.
Fuente de Suma de Grados de Cuadrados |Estadistico| Valor-P
variacion cuadrados libertad medios F
Respuesta Biomasa
VA 5.1470 1 5.1470 4.881 0.0692
FA 4.2181 1 4.2181 4.001 0.0924
VA*FA 0.2809 1 0.2809 0.266 0.6242
VA*VA 4.3853 1 4.3853 4.159 0.0875
FA*FA 0.0326 1 0.0326 0.031 0.8662
Error total 20.4219 11 1.8565 2.674 0.1315
Falta de 6.3265 6 1.0544 27.412 0.0111
ajuste
R%(%) 69.02
CV(%) 32.58
Respuesta Actividad Enziméatica Especifica
VA 7619813 1 7619813 23.623 0.0028
FA 88647 1 88647 0.275 0.6189
VA*FA 19572 1 19572 0.061 0.8136
VA*VA 10512862 1 10512862 32.593 0.0012
FA*FA 16906 1 16906 0.052 0.8265
Error total 20473419 11 1861219.91 11.495 0.0050
Falta de 1935284.1 6 322547.35 296.744 0.0003
ajuste
R*(%) 90.54
CV(%) 50.25

VA = Velocidad de agitacion; FA = Flujo de aireaciéon; VA*FA = Efecto cruzado; VA*VA, FA*FA = Efecto
cuadratico
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Tabla A.12.7. Andlisis de varianza de los modelos de superficie

para las

respuestas de biomasa y actividad enzimatica especifica a las 72 h. de cultivo (2
factores) F. prueba de Fisher, P: prueba de significancia. *0.05 nivel de

significancia.
Fuente de Suma de Grados de Cuadrados |Estadistico| Valor-P
variacion cuadrados libertad medios F
Respuesta Biomasa
VA 0.3307 1 0.3307 0.3458 0.5780
FA 0.3921 1 0.3921 0.4100 0.5456
VA*FA 0.0182 1 0.0182 0.0191 0.8947
VA*VA 0.2925 1 0.2925 0.3058 0.6002
FA*FA 0.3996 1 0.3996 0.4178 0.5420
Error total 7.1626 11 0.6511 0.2975 0.8978
Falta de 5.7397 6 1.1232 764.29 0.0001
ajuste
R%(%) 19.86
CV(%) 32.60
Respuesta Actividad Enziméatica Especifica
VA 2090932.3 1 2090932.3 2.2464 0.1846
FA 376919.2 1 376919.2 0.4049 0.5480
VA*FA 5205.6 1 5205.6 0.0056 0.09428
VA*VA 5720038.7 1 5720038.7 6.1454 0.0479
FA*FA 2019502.1 1 2019502.1 2.1697 0.1219
Error total 15750842 11 1431894.0 2.1844 0.1846
Falta de 5584685.5 6 930780.91 | 176352.8 0.0001
ajuste
R*(%) 64.54
CV(%) 50.25

VA = Velocidad de agitacion; FA = Flujo de aireaciéon; VA*FA = Efecto cruzado; VA*VA, FA*FA = Efecto

cuadratico
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D. Analisis estadistico de datos de la prueba de toxicidad.

Tabla A.12.7. Resultados del porcentaje de mortalidad (semillas de lechuga) utilizando
diferentes concentraciones del toxico de referencia y calculo de Probit empirico.

Concentracién | Concentracion Logl0 de la Nam. de Nam. de % de Probit
del téxico de del téxico de concentracion | organismos | organismos | Mortalidad | empirico
referencia (mg | referencia (%) (X) (N) muertos (PE)
ZnS0O4/L) (n
100 100 2 20 4.5 77.5 5.74
50.12 50 1.7 20 11 45 4.87
25.12 25 1.4 20 13.5 32.5 453
12.6 12.5 1.1 20 18.5 7.5 3.59
6.3 6.25 0.8 20 19.5 2.5 3.12
Tabla A.12.8. Andlisis de varianza de las respuestas hipocétilo y radicula
Fuente de Grados de | Sumade | Cuadrados | Valorde F| Valorp
variacion libertad cuadrados medios
Hipocatilo
Concentraciones 5 84.44 16.88 87.08 0.0001
Error 12 2.32 0.193
Total 17 86.77
Radicula
Concentraciones 5 2079.75 415.95 87.08 0.0001
Error 12 2.4641 0.205
Total 17 2082.21
Tabla A.12.8. Andlisis de comparacion multiple de medias para la respuesta del hipocotilo
y radicula.
Tratamiento Media Valor p
Hipocétilo Radicula Hipocatilo Radicula
Control 27.71 31.14 1.00 1.00
negativo
1.5% 24.42 30.27 0.00001 0.13030
3% 24.02 29.42 0.00001 0.00240
6% 26.84 18.59 0.11460 0.00001
12% 22.38 7.05 0.00001 0.00001
25% 21.74 5.65 0.00001 0.00001
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Anexo 13. Célculos.

A) Estimacion de multas por la descarga de las vinazas y suero de leche.

Vinazas

Demanda quimica de oxigeno (DQO) = 76,800 mg/L =76.80 Kg/m3
Carga volumétrica anual (Q)=800,000 m3/afio

Cuerpo receptor = Tipo B

indice de incumplimiento (1) = ((76,800-75)/75)=1023

Multa trimestral en pesos = (76.80
Kg/m3)*(200,000m3/trimestral)*(5.53%$/Kg)=$84,940,800.00

Multa anual = 339,763,200.00

Suero de Leche

Demanda quimica de oxigeno (DQO) = 100,012mg/L =100.012 Kg/m3
Carga volumétrica anual (Q)=1,219,000 m®afio

Cuerpo receptor = Tipo B

indice de incumplimiento (1) = ((100.012-75)/(75))=1332

Multa trimestral en pesos
=(100.012Kg/m3)*(304,750m3/trimestral)*(5.53%$/Kg)=$168,546,973.00

B) Estimacion de la potencia volumétrica en biorreactor sin airear

Para estimar la potencia entregada al medio de cultivo se utilizé la siguiente
correlacion (Rushton et al., 1950):

P = (p *)X(N / 60 )"3)x(P)5x(Np)x(F))/(V) = (kw/m®)
Donde:
p, densidad del suero de leche (1160 kg/m®)
Np, numero de potencia (6) (tipo de impulsor “Turbina Rushton”),
F, factor de potencia por dos impulsores (1.9), 90% de potencia requerida por
impulsor adicional
®, Diametro del impulsor (m)
N, velocidad de agitacion (rpm)

Potencia volumétrica = (P/V)

Donde:
V, volumen de operacion (2 L)
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