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Resumen

Se desarrollé un proceso de fermentacion sélida para el hongo Trichoderma asperellum
Th204 utilizando un fermentador de lecho fijo PROPHYTA® L0O5 mediante un disefio
fraccionado (1/16) evaluando sobre su productividad (conidios/g.s.h) factores de la
operacién como la relacion C/N, la temperatura de incubacion, la relacion de inoculacién,
la altura del lecho, la humedad del aire entrante, el caudal de aire y dos tipos de soporte
inerte (espuma de poliuretano y cascarilla de arroz). Los factores C/N y el caudal de aire
presentaron un efecto significativo sobre la productividad de Th204. El soporte espuma
de poliuretano se seleccion6 por presentar un significativo efecto sobre la productividad
con un valor maximo de 3,89x10’ conidios/g.s.h en comparacién a la obtenida con la
cascarilla de arroz (2,83x10° conidios/g.s.h). Adicionalmente, con la espuma de
poliuretano se encontraron condiciones favorables para el crecimiento de Th204 como
menores gradientes de humedad del lecho, una menor caida de presion y la mayor pmax.
Por dltimo, se generé un modelo de superficie de respuesta utilizando un disefio central
compuesto, validando las condiciones éptimas (caudal de aire saturado 0,9 m®h, relacién
C/N 18,1, temperatura de incubacion 28°C, altura de lecho 5 cm y una relacién de
inoculacion de 1,0x10" conidios/g) con tres fermentaciones obtenido un ajuste promedio

del 91,2% respecto a la productividad esperada de 3,16x10’ conidios/g.s.h.

Palabras clave: Fermentacién sélida, modelamiento, productividad, caida de presion,

disefio central compuesto

Abstract

Solid fermentation process by using a fixed bed fermenter PROPHYTA® LO5 for the fungi
Trichoderma asperellum Th204 was developed. A fractional design (1/16 ) on productivity
of Th204 (conidia/d.s.h) by operating factors such as C/N ratio, incubation temperature,
inoculum ratio, bed height, the inlet air humidity, airflow and two types of inert support
(polyurethane foam and husk rice) was evaluated. The factors C/N and the airflow had a
significant effect on the productivity of Th204. The polyurethane foam support was
selected to present a significant effect on productivity with a maximum value of 3.89x10’
conidia/d.s.h compared to that obtained with husk rice (2.83x10° conidia/d.s.h).

Additionally, by using polyurethane foam favorable conditions to growth Th204 as minor
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bed moisture gradients, lower pressure drop values and higher pma were found. Finally, a
response surface model by using a central composite design was generated and
validated at optimal conditions (saturated airflow at 0.9 m%h, C/N ratio at 18.1, incubation
temperature at 28°C, bed height at 5 cm and an inoculum ratio of 1.0x10’ conidia/g) with
a mean adjustment of 91.2% compared to the expected productivity of 3.16x10’
conidia/d.s.h.

Keywords: Solid state fermentation, modelling, productivity, pressure drop, central

composite design
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Introduccioén

En la actualidad, el control en cultivos de enfermedades, plagas y malas hierbas se
realiza principalmente con un sin nimero de productos quimicos, muchos de los cuales
tienen un alto poder contaminante en el suelo y agua, asi como riesgos en la salud
publica (Pimentel, 2005). El uso de estos agentes quimicos en la agricultura, fomentado
por el sostenimiento de la poblacién en crecimiento, podria agravar la situacion ambiental
mundial, lo que ha conllevado a que la produccion de insumos como bioplaguicidas,
promotores de crecimiento entre otros a base de microorganismos sea una respuesta
potencialmente sostenible a esta problematica (Glare et al, 2012). Sin embargo, el
mercado global de estos bioproductos a nivel mundial no supera el 5% comparado con
productos de sintesis quimica. No obstante, con la mejora y el escalamiento de los
procesos productivos, se podria fomentar la apropiacion de estas alternativas bioldgicas

gue se estiman crezcan en un 12% para el afio 2017 (Global Biopesticides Market, 2012).

Los procesos productivos de microorganismos con interés bioldgico suelen involucrar
procesos de fermentacion sumergida y fermentacion sélida (SSF). Una de las técnicas de
fermentacion sélida mayormente utilizadas ha sido la utilizacién de biorreactores de lecho
empacado, no obstante son relativamente pocos los estudios que involucran el andlisis
de la incidencia de los factores sobre el rendimiento final en escalas superiores a 16
litros. La informacion existente en muchos casos se encuentra bajo secreto industrial y

raramente es publicada (Mitchell et al, 2006).

Diferentes estudios han demostrado como factor limitante en el escalamiento de
procesos SSF la pobre remocién de calor producto de las actividades metabdlicas del
microorganismo (Mitchell et al, 2003), ocasionando problemas en el control de la
temperatura y la humedad (gradientes), asi mismo en la transferencia de oxigeno (Maurel
et al, 2003; Santos et al, 2004). Los procesos de fermentacién en estado solido han
utilizado en gran medida sustratos de origen vegetal (Prabhakar et al, 2005), estos

materiales son generalmente lignocelulésicos con algian contenido de almiddn,
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provenientes de la agricultura como granos, cafia de azucar, frijoles y pulpas (Pandey,
1992). Los sustratos naturales poseen grandes desventajas, siendo la principal que la
fuente de carbono hace parte de su estructura, lo que conlleva a que cuando el
microrganismo crece, el medio sélido es degradado, dando como resultado cambios en
caracteristicas fisicas del soporte como la porosidad. Estos cambios fisicos del sustrato
sélido reducen en la mayoria de los casos su capacidad de transferir calor y masa
(Barrios, 2012; Manpreet et al, 2005; Barrios y Mejia, 1996). La utilizacion del arroz y
otros cereales como la cebada, el frijol, la lenteja han sido parte de los procesos de
fermentacion en estado sélido (Pandey, 1992), estos materiales tienen un alto valor como
fuente alimenticia, siendo imprescindible la investigacion en el desarrollo de nuevos
sustratos que sean inertes, econémicos y que no compitan con la alimentacion humana o
animal. En los ultimos afios, ha crecido el interés por el desarrollo de medios de cultivo
utilizando soportes inertes en donde los nutrientes estan disueltos en una solucion liquida
definida que es absorbida en el soporte. Igualmente, se ha demostrado que la utilizacion
de este tipo de soportes permite un mejor control del proceso, mayor reproducibilidad y
facilidad para el modelamiento que con los soportes naturales (Ooijkaas et al, 2000;
Chen, 2013).

Corpoica ha trabajado por mas de 15 afios en la produccién de bioplaguicidas vy
promotores de crecimiento a base de hongos filamentosos como Trichoderma sp
utilizando como sistemas de produccién cuartos calientes o fermentadores de bandejas
perforadas monitoreando condiciones como la temperatura y la humedad relativa (Cruz et
al, 2011; Cruz, 2007). Sin embargo, estos procesos no han sido favorables en lo que se
refiere a la utilizacién de los recursos naturales, ya que se han utilizado sustratos a base
de cereales como arroz, avena y cebada entre otros, generando adicionalmente
problemas en cuanto a la residualidad, homogeneidad y repetitividad de los procesos. Es
asi como surge la necesidad de profundizar en la investigacion con los soportes inertes
naturales o sintéticos que sean una alternativa sostenible a la utilizacion de sustratos
naturales en procesos SSF y que sirvan para la produccién masiva de microorganismos
con interés bioldgico y finalmente, contribuir en los campos del modelamiento de los

factores criticos del proceso y su optimizacion.

Recientemente en un proyecto de investigacion conjunta entre Corpoica y la Universidad

de Rostock en Alemania, se selecciond la cepa T. asperellum Th204 por sus
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caracteristicas como solubilizacion de fésforo y promociéon de crecimiento en plantas. Por
tal razén se decididé seleccionar este microorganismo como modelo para estudiar la
utilizacion de soportes inertes como alternativas para su produccion y la evaluacion de su
comportamiento a nivel piloto en un fermentador de lecho fijo (PROPHYTA® L05), el cual
permite el monitoreo de los gases de salida, la caida de presion y el control de la

temperatura de incubacion.

En el presente trabajo se evaluaron dos soportes inertes, uno natural como la cascarilla
de arroz y otro sintético como la espuma de poliuretano, siendo los dos materiales
economicos y de facil acceso. Para el proceso de fermentacion de T. asperellum Th204
en el fermentador PROPHYTA® LO5 se evaluaron factores operacionales como el caudal
de aire, la humedad del aire, la temperatura de incubacién, la altura del lecho, la relacion
C/N y la relacién de inoculacion sobre la productividad de hongo y el comportamiento a
nivel de gradientes de temperatura, de humedad del lecho, de concentracién y caida de

presion.

Por ultimo, los objetivos del trabajo de investigacion fueron el determinar el mejor soporte
sélido inerte para el crecimiento de T. asperellum Th204, entre cascarilla de arroz y
espuma de poliuretano. Asi mismo, identificar los factores que tienen mayores efectos
sobre la produccién de conidios del hongo en el fermentador de lecho fijo (PROPHYTA®
LO5) y finalmente, generar un modelo que describa la productividad de los conidios del

hongo en funcion de los factores criticos.






1.Marco teodrico

1.1 Fermentacion en fase sélida

Los procesos de fermentacion en fase sdlida o por sus siglas en inglés SSF (Solid State
Fermentation), han existido de manera natural desde los inicios del planeta. La
fermentacion sélida existe en forma natural desde el comienzo de la vida, y es
considerado el método mas antiguo usado por el hombre para hacer que los
microorganismos trabajen para él (Bhargav et al, 2007). Los procesos SSF han sido
empleados de forma artesanal en los paises del Sudeste Asiatico, Africa y América
Central desde hace siglos para la elaboracion de alimentos a partir de cereales, siendo
utilizado por los egipcios aproximadamente 2600 AC para hacer pan, asi como para la
preparacion de salsa de soya en Asia mas conocido como el proceso Koji (Pandey,
1992). Los procesos Koji consisten en el crecimiento de hongos como Aspergillus oryzae
en arroz u otros cereales cocidos al vapor para obtener una preparacion enzimatica.
Otros procesos SSF que han existido durante siglos incluyen los alimentos fermentados
como tempeh, miso y pozol, el queso madurado con mohos (queso Roquefort) y los
cultivos iniciadores para cervezas fermentadas (Moo Young et al, 1983). Desde sus
inicios con los procesos SSF se busca aumentar el contenido proteico de los alimentos,
mejorar las capacidades de conservacion y cambiar caracteristicas como el color, el olor

o el sabor.

Hesseltine (1972) defini6 a la fermentacion en estado sélido como la fermentaciéon en
donde el sustrato no es liquido. Posteriormente, en 1980 Raimbault propuso otra
definicion en donde enuncia que la fermentacion sélida es aquella donde el sustrato no
esta disuelto ni en suspensién en un gran volumen de agua. Por otro lado, Lonsane et al
(1985), definieron la fermentacion solida como el cultivo de microrganismos que se
desarrollan sobre una superficie o en el interior de una matriz solida en ausencia de
agua. Autores como Auria et al (1995) definieron la fermentacion sélida en un proceso de

cuatro fases, la primera una fase gaseosa (estética o dinamica), un fase sélida insoluble
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gue contiene una fase estéatica liquida donde los nutrientes se encuentran solubles y por
altimo una fase bioldgica formada por el microrganismo en crecimiento. Mitchell et al
(2000) definieron la fermentacion sélida como los procesos donde los microorganismos
son cultivados en presencia de una fase acuosa en una concentracion maxima de
sustrato. Finalmente, una definicibn ampliamente acogida ha sido la expuesta por
Pandey et al (2000) quienes definieron a la fermentacién en estado sélido como “El
cultivo de microorganismos sobre un soporte sélido humedecido, que puede ser usado
como fuente de carbono y de energia “ En la actualidad se pueden distinguir dos clases
de sistemas de fermentacion solida, la primera utilizando sustratos sélidos naturales y la
segunda con soportes inertes impregnados con suspensiones de nutrientes (Barrios,
2012).

La principal diferencia entre las fermentaciones liquidas (SmF-Submerged fermentation)
y las fermentaciones soélidas es la capacidad de mezcla. Para el caso de las
fermentaciones liquidas, éstas son sistemas de reaccibn que en general estan
perfectamente mezclados, logrando en cada parte del reactor y en un tiempo dado la
misma cantidad de microorganismo, nutrientes, y metabolitos (Gervais y Molin, 2003). El
predominio actual de los procesos de fermentacién sumergida (SmF) es evidente. Para la
mayoria de los productos de fermentacion, generados con este tipo de tecnologias se
obtienen mejores rendimientos y son mas faciles de aplicar por su avanzado desarrollo

en comparacion a las tecnologias SSF.

Frente a las técnicas de fermentacion sumergida, la fermentacién en estado soélido
presenta rendimientos mas altos para el caso de hongos filamentosos, esto se atribuye
principalmente a que la fermentacion sélida simula el habitat natural del microorganismo
(Pandey, 2003). Asimismo, los procesos SSF son generalmente menos costosos al
demandar menos energia que los procesos SmF (Pandey et al, 2008; Thomas et al,
2013; Holker y Lenz, 2005). En cuanto a la produccion de esporas de hongos
filamentosos como Trichoderma sp., las tecnologias de fermentacion en estado soélido
poseen ventajas sobre las tecnologias de fermentacién sumergida, ya que en estas se
obtienen mayores productividades y se producen conidios con una mayor estabilidad
bioldgica, resistencia a la deshidratacion, germinacién y una pared celular mas rigida
(Pandey et al, 2008; Larroche et al, 1992; Feng et al, 2002; Holker y Lenz, 2005). El
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crecimiento de los hongos filamentosos puede favorecerse en condiciones de SSF, ya
gue permite un mayor crecimiento de las hifas que penetran los espacios libres del

sustrato colonizandolo completamente (Santos et al, 2004).

Los procesos SSF suelen utilizar como sustratos los productos de desecho o
subproductos de la agricultura y del procesamiento de alimentos. Esos desechos y
subproductos incluyen salvado de trigo, salvado de arroz, tortas de filtracion en la
industria de los aceites, orujo de manzana, orujo de uva, cascaras de platano, cascaras
de citricos, paja de trigo, cascarilla de arroz, pulpa de café, pulpa de citricos, pulpa de
remolacha de azlcar, cascara de café y melaza de remolacha azucarera entre muchos
otros. En varios casos se han utilizado materiales con un alto valor agricola y alimentario,
tales como la leche cuajada, las remolachas forrajeras, el arroz y la yuca. Recientemente,
ha surgido una gran interés en el uso de soportes inertes impregnados con soluciones
nutritivas, como el bagazo de la cafia de azlicar o como la espuma de poliuretano
(Mitchell et al, 2006; Thomas et al, 2013).

1.2 Aplicaciones de los procesos de SSF

Las técnicas de los procesos SSF son utilizadas en varios bioprocesos como
bioremediacion, biodegradaciéon de compuestos téxicos, biotransformacién de residuos
agricolas, asi como en la produccion de metabolitos secundarios como antibiéticos,
alcaloides, factores de crecimiento de plantas, enzimas, &acidos organicos,
biocombustibles y bioplaguicidas (Pandey et al, 2008; Pandey, 1992; Hackett et al, 1999;
Tuomela et al, 2000). Los procesos SSF se han aplicado ampliamente en la produccion
de bioproductos agroindustriales como bioplaguicidas (produccién de esporas) (Feng et
al, 2002), biofertilizantes y biocombustibles; en la industria quimica se ha usado para la
produccion de colorantes y aromas; en la industria de alimentos, para la produccién de
enzimas como a-amilasa, fructosil transferasa, lipasas, pectinasas, acidos organicos,
acido lactico, acido citrico y gomas de xantano (Pandey et al, 2008). Adicionalmente, los
procesos SSF son usados en actividades de biodegradacién, como el compostaje y el
ensilaje (Thomas et al, 2013; Mohammad et al, 2012).

A pesar de este potencial, pocos de los muchos procesos de SSF que se estudian en el

laboratorio llegan a escala de produccion industrial. Esto se debe a la dificultad en el
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control de las variables claves del proceso a gran escala en los biorreactores, y la
dificultad para encontrar los valores Optimos para el crecimiento y/o la formacion del

producto (Dalsenter et al, 2005).

1.2.1 Produccién de enzimas

La produccién de enzimas usando los procesos SSF han contribuido en los campos de
los biocombustibles, alimentos y fabricacion de detergentes (Thomas et al, 2013).
Muchos son los ejemplos que incluyen las tecnologias de fermentacién sélida para la
produccién de enzimas, por ejemplo en la produccion de amilasas por Roses y Guerra
(2009) y Sharma y Satyanarayana (2012), utilizando Aspergillus niger y Bacillus acidicola
respectivamente, celulasas como la B-glucosidasa (Singhania et al, 2010; Li et al, 2013)
secretada por Neurospora sitophila, quitinasas por Colletotrichum lindemuthianum
(Suresh et al, 2011), quitosanasas secretadas por el hongo Trichoderma koningii (Da
silva et al, 2012), exo- y endo-glucanasas secretadas por Aspergillus fumigatus en
salvado de trigo (Mahmood et al, 2013), polisacaridos como las inulinas producidas por
Kluyveromyces marxianus utilizando cachaza como sustrato (Dilipkumar et al, 2013),
invertasas por fermentacion de Aspergillus caespitosus (Alegre et al, 2009), lacasas
secretadas por Pleurotus ostreatus (Karp et al, 2012), lipasas producidas por
Trichoderma harzianum utilizando residuos agroindustriales (Coradi et al, 2013) y por
ultimo fitasas extraidas de Aspergillus niger cultivado en cascaras de citricos (Rodriguez

et al, 2013) entre otras.

1.2.2 Produccién de polimeros

La fermentacion sélida ha sido explorada para la produccién de biopolimeros como los
exopolisacaridos (EPSs) (Seesuriyachan et al, 2012), polihidroxialcanoatos (PHAS)
(Castilho Y Mitchell, 2009) y otros como el dextrano utilizando Saccharomyces cerevisiae
(Moussa Y Khalil, 2012). Los EPSs producidos por los microorganismos son de gran
importancia industrial, siendo producidos por varios hongos y bacterias tales como las

bacterias acido lacticas (Thomas et al, 2013).
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1.2.3 Produccion de biosurfactantes

En los Ultimos afios ha existido un gran interés en la aplicacion de los procesos SSF en la
produccion de biosurfactantes debido a su amplia aplicabilidad en las areas de la salud y
el medio ambiente. Particularmente para la produccién de soforolipidos secretados por
algunas levaduras, estos son surfactantes que tienen propiedades emulsificantes e
inhibidoras del crecimiento de microorganismos (Thomas et al, 2013). También se ha
usado en la produccion de lipopéptidos producidas por Bacillus amyloliquefaciens para la
remocion de derrames de aceite (Zhu et al, 2013).

1.2.4 Produccién de bioplaguicidas y biofertilizantes

Son varios los estudios realizados utilizando la fermentacion sélida para la produccion de
ingredientes activos (hongos, levaduras y bacterias) en la industria de los bioplaguicidas
y biofertilizantes. Soccol et al (1997) desarrollaron un proceso SSF basado en varios
sustratos agro-industriales para producir esporas del hongo entomopatégeno Beauveria
bassiana para el control biolégico de plagas en platano, cafia de azlcar, soya y café.
Desgranges et al (1993) también utilizaron los procesos SSF para producir B. bassiana
para el control del barrenador europeo del maiz. Por otra parte, Chen et al (2011)
describieron la produccion de Trichoderma harzianum SQR-T037 como fertilizante y
biocontrolador de Fusarium sp. en el cultivo del pepino asi mismo, Zhang et al (2013)
describieron la producciéon de un bioplaguida a base de Bacillus thuringiensis usando

residuos de cocina como sustrato

1.3 Biorreactores empleados en los procesos SSF

Sobre la base de las similitudes en el disefio y de operacion en cuanto al mezclado y
aireacion, los biorreactores SSF se pueden dividir en 5 grupos. El primer grupo
corresponde a los biorreactores donde el lecho es fijo y el aire circula alrededor de él,
como los fermentadores de bandejas (Pandey et al, 2008; Dhillon et al, 2011; Vaseghi et
al, 2013). El segundo grupo son los biorreactores donde el lecho es fijo o el mezclado es
poco frecuente y el aire es forzado a atravesar el lecho, estos son los lechos empacados
(Durand et al, 1993; Raimbault, 1998; Rodriguez et al, 2000; Fanaei y Vaziri, 2008;

Karimi et al, 2014). En el tercer grupo, el mezclado del sustrato es continuo o intermitente
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y el aire circula alrededor de él, dentro de estos estan los tambores rotatorios (Prado et
al, 2004; Rodriguez et al, 2013; Dhillon et al, 2013). Por ultimo, los biorreactores donde
el sustrato es agitado y el aire es forzado a atravesarlo son calificados como los
biorreactores de lecho fluidizado y variaciones de los lechos agitados y aireados (Mitchell
et al, 2006). También es considerado un quinto grupo que corresponde a los cuartos de
incubacién con el sustrato en bandejas o bolsas plasticas donde se puede controlar la
temperatura y la humedad relativa (Durand, 2003; Leza et al, 2007).

1.3.1 Fermentadores de bandejas (Tray biorreactor)

Los fermentadores de bandejas representan el tipo mas sencillo de biorreactores que se
utilizan para los procesos SSF. Este tipo de fermentadores han sido utilizados durante
siglos en la produccién alimentos fermentados tradicionales como el tempeh, miso, el koji
y la salsa de soya (Durand et al, 1993; Mitchell et al, 2006).

La camara del fermentador consta de un gran nimero de bandejas individuales una
encima de la otra con un vacio entre ellas para la aireacion. La altura del sustrato puede
variar entre 5 y 15 cm. Este tipo de fermentadores pueden ser utilizados a escala de
laboratorio o industrial. La bandeja puede estar construida de varios materiales, tales
como madera, bambu, metal (el metal debe pintarse para evitar la corrosién), o plastico
(Ali y Zulkali, 2011). En escala de laboratorio se pueden emplear cajas de Petri, frascos,

bolsas de plastico y frascos Erlenmeyer.

No obstante, la principal desventaja de los fermentadores de bandejas es el alto
requerimiento de espacio y una menor carga de sustrato por bandeja. Sin embargo, sigue
siendo éste sistema de SSF el preferido para la produccién de enzimas industriales, tales

como fitasas, pectinasas y celulasas entre otras (Binod et al, 2013; Thomas et al, 2013).

1.3.2 Fermentadores rotatorios (Rotatory drum biorreactor -
stirred-drum biorreactor)

En este tipo de fermentadores, el sustrato es mezclado de forma continua o intermitente

con una frecuencia desde minutos hasta horas, haciendo circular el aire en el interior del

biorreactor. La agitacion del sustrato se obtiene por dos métodos, el primero por rotacién
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del tambor del biorreactor (Rotatory drum biorreactor), o el segundo por agitacién directa
en interna del sustrato en el tambor (stirred-drum biorreactor) (Ali Y Zulkali, 2011) (Figura
1.1 B). Los fermentadores rotatorios son mas costosos que los fermentadores de
bandejas ya que requieren mas mantenimiento y su uso se limita a los microorganismos
gue son tolerantes al esfuerzo cortante (Grajales et al, 2012). Sin embargo, ofrecen
ventajas en el sentido que permiten el control de la mezcla del sustrato, evitando la
canalizacion del aire, mediante la velocidad de rotaciébn (normalmente muy baja)
(Thomas et al, 2013).

1.3.3 Fermentadores mezclados (Mixed bed biorreactor) y con
aireacion forzosa (Forcefully aereated biorreactor)
En este grupo de fermentadores, el sustrato es agitado mientras que el aire se sopla con
fuerza a través de él. Este tipo de biorreactores tipicamente puede ser operado de dos
formas, de acuerdo con la manera de mezclar, los biorreactores que mezclan de forma
continua o los biorreactores que mezclan intermitentemente. La combinacion de la
mezcla y la aireacion forzada puede ayudar a evitar gradientes tanto de temperatura
como de humedad. Es asi como durante la mezcla es posible afiadir agua al lecho del
sustrato, reduciendo la necesidad de utilizar una alta tasa de evaporacibn como un
mecanismo de enfriamiento. La eleccion entre la operacién continua 6 intermitente
dependerd de la sensibilidad del microorganismo a las fuerzas de corte y a las
propiedades de las particulas del sustrato tales como su resistencia mecanica y rigidez.
Varios disefios cumplen con estos criterios, como los lechos fluidizados, el tambor

oscilante y varios biorreactores-aireados y agitados (Ali y Zulkali, 2011) (Figura 1.1 D).

1.3.4 Fermentadores de lecho fijo o empacado (Packed bed
biorreactor)

Se consideran biorreactores de lecho fijo (Packed bed biorreactor) aquellos en donde el
sustrato yace horizontalmente en una columna y el aire atraviesa el lecho de abajo hacia
arriba 6 en sentido contrario (Mitchel et al, 2006). Estos biorreactores tienen ventajas en
relacion con una mayor carga de sustrato por volumen de biorreactor y a la sencillez y
precisién para medir los gases a la salida del proceso (CO, y O,), aspectos que han
permitido desarrollar faciimente modelos cinéticos de crecimiento (Thomas et al, 2013)
(Figura 1.1 C).
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Sobre la base de las consideraciones de eliminacion de calor, la columna puede estar

cubierta con una camisa de agua, como el tradicional biorreactor de lecho empacado

(Figura 1.1 C), o usar una placa de transferencia de calor insertada en el lecho, como el

fermentador tipo "Zymotis”.

Figura 1.1: Tipo de fermentadores en procesos SSF.
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D. Biorreactor de lecho fluidizado;

Biorreactor de lecho agitado

(Adaptado de Mitchell et al, 2006).

En la tabla 1.1 se muestran algunos ejemplos de aplicacién de los biorreactores SSF

para diversos productos.
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Tabla 1.1: Tipos de fermentadores sdlidos y productos.

Tipo de Sustrato Microorganismo Producto Referencia
Biorreactor
PBB Cebada Penicillium Acido micofendlico Alani et al, 2009
brevicompactum
PBB Bagazo de cafa Kluyver omyces Inulinasa Mazutti et al,
marxianus 2010
PBB Espuma de Aspergillus niger Tanasa Rodriguez et al,
poliuretano 2011
TB Bagazo de cafa Rhizopus oryzae Lipasas Vaseghi et al,
2013
TB Arroz Aspergillus niger Pectinasas Ruiz et al, 2012
RDB Algas Aspergillus niger Fucoidanasas Rodriguez Jasso
et al, 2013
RDB Pulpa de manzana Aspergillus niger Acido citrico Dhillon et al, 2013

(Thomas et al, 2013)

1.4 Principales factores que inciden en los procesos
SSF

En los procesos SSF, las condiciones como la temperatura, el pH, la humedad, la
concentracion del indculo, la disponibilidad de los nutrienes, la tasa de aireacion, el
tamafio de particula del soporte o sustrato afectan significativamente tanto el crecimiento
como la formacion del producto (Pandey et al, 2008). Igualmente, para alcanzar una
produccion eficiente es de gran importancia determinar la relacion 6ptima entre las
fuentes de carbono y nitrégeno (C/N), que permita mantener la actividad de los complejos
enzimaticos como quitinasas, celulasas y proteasas entre otros, secretados por el
microorganismo para la asimilacién de los nutrientes del sustrato (Pandey, 2003). Por
otra parte, en este tipo de procesos se debe brindar el suministro efectivo de oxigeno
durante el crecimiento del hongo, el cual influye en la colonizacion completa del sustrato

y posterior esporulacion (Harman y Kubicek, 1998).

En el cultivo liquido agitado o fermentacién sumergida (SmF) el control de las diferentes
condiciones es relativamente simple, ya que estos sistemas son homogéneos desde el
punto de vista de la concentracion celular, nutrientes y productos. Sin embargo, en los
sistemas sélidos se presentan algunos problemas con el mezclado, la transferencia de
oxigeno, el intercambio de calor, el control de la humedad y el pH, debido principalmente

a la heterogeneidad del sistema (Doelle et al, 1992, Pandey, 2003). Para el caso de


http://www.monografias.com/trabajos11/teosis/teosis.shtml
http://www.monografias.com/trabajos11/teosis/teosis.shtml

14 Desarrollo de un proceso de fermentacion solida para el hongo Trichoderma
asperellum Th204 en un fermentador de lecho fijo

hongos filamentosos crecidos en SSF, los diferentes estudios no han permitido sintetizar
claramente la dependencia de los parametros fisicoquimicos y termodinamicos con el

resultado final del proceso.

1.4.1 El soporte sdlido y/o sustrato

Los sustratos para los procesos SSF se puede dividir en tres grupos, los sustratos ricos
en almidén, los sustratos compuestos principalmente por celulosa o lignocelulosa y los
sustratos que contienen azucar soluble. Entre los sustratos de almidon se incluyen el
arroz, la yuca, el salvado de trigo, salvado de arroz, harina de maiz y harina de platano.
En cuanto a los sustratos lignocelulésicos se incluyen la paja de trigo y de maiz, la pulpa
de remolacha azucarera y la madera. Por ultimo, los sustratos que contienen azlcares
solubles incluyen el orujo, el sorgo dulce, la remolacha azucarera, los desechos de pifia y

la pulpa de café entre otros (Manpreet et al, 2005).

Por otro lado, los soportes pueden ser materiales naturales como el bagazo de cafiay la
cascarilla de arroz, 6 sintéticos como la espuma de polietileno, espuma de poliuretano 6
minerales porosos como la vermiculita. Los sustratos naturales poseen grandes
desventajas en su uso, siendo la principal que la fuente de carbono hace parte de su
estructura, lo que conlleva a que cuando el microrganismo crece, el medio sélido es
degradado, dando como resultado cambios en las caracteristicas fisicas de la misma
como la porosidad, y la capacidad de transferir calor y masa (Barrios y Mejia, 1996;
Mitchell et al, 2006).

En contrataste, la utilizaciobn de soportes solidos inertes permite un mejor control del
proceso, mayor reproducibilidad y facilidad para el modelamiento que con los soportes
naturales (Ooijkaas et al, 2000). Son varios los ejemplos de utilizacion de soportes
inertes solidos para el crecimiento de hongos, como Lecanicillium lecanii en espuma de
poliuretano (Marin et al, 2008), Colletotrichum truncatum en vermiculita (Silman et al,
1993), Beauveria bassiana en granos de arcilla (Desgranges et al, 1993) y Coniothyrium

minitans en bagazo de cafa (Weber et al, 1999) entre otros.

Por ultimo, al ser el sustrato el principal componente en los procesos SSF, estos

determinan los efectos de transferencia (calor y masa) del proceso, afectan la eleccion de
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del microrganismo o metabolito a producir y el disefio del equipo de fermentacién (Chen,
2013).

1.4.2 La Humedad y la actividad del agua

El papel del agua en los procesos de SSF es multiple. El agua es el componente
dominante en la composicion de la biomasa, el agua sirve ademas de vehiculo para las
enzimas y los nutrientes, ademas de facilitar los intercambios gaseosos. El contenido de
humedad del sustrato o del soporte en la fermentacion sélida puede variar entre el 30 y
80% (Oriol et al, 1988), y depende del sdélido utilizado, el microorganismo y el objetivo del
proceso (produccion de metabolitos o crecimiento de la biomasa).

Una humedad elevada en el sustrato causa una disminucién de la porosidad del sustrato,
una baja difusion de oxigeno y una mayor probabilidad de contaminacion. Al contrario,
una baja humedad conduce a un crecimiento limitado y disminuye la disponibilidad del
sustrato (Oriol et al, 1988). El contenido de agua del soporte sélido esta relacionado con
la capacidad de retencién de agua, valores que pueden alcanzar hasta 10 gramos de
agua por gramo de materia seca en el caso de fibras de celulosa (Gervais y Molin, 2003)
0 30 gramos de agua por gramo de soporte inerte en el caso de la espuma de poliuretano
(Marin et al, 2008).

La actividad del agua (a,) es el parametro que se ha utilizado para caracterizar el agua
gue realmente esta disponible para el microrganismo. La actividad del agua se define
como la relacion entre la presion parcial del vapor de agua en la solucién gaseosa en el
estado de equilibrio, con el agua adsorbida en el sélido y la presiéon de vapor del agua
pura a la misma temperatura. Por lo general, las bacterias necesitan un a,, de 0,90 a
0,99; las levaduras de 0,80 a 0,90, y los hongos necesitan 0,60 a 0,70 (Gervais y Molin,
2003).

1.4.3 La temperatura

La temperatura se considera como uno de los factores criticos de control en los procesos
SSF debido a la alta concentracion del sustrato por unidad de volumen y a la baja
conductividad térmica del sistema heterogéneo compuesto por una fase sélida (sustrato o

soporte) una fase liquida (agua, suspension de nutrientes) y una fase gaseosa (aire,
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volatiles). A causa de la baja conductividad térmica de los sustratos utilizados en
procesos SSF y los pequefios contenidos de humedad, se generan problemas
considerables con la transferencia de calor. Esta transferencia de calor depende también
de otros parametros del soporte sélido como el tamafio de particula y la porosidad.
Igualmente, de parametros del proceso como el tipo de microrganismo (calor metabdlico),
flujo y temperatura de aire de entrada y tipo del material de fabricacion del fermentador
(Mitchell et al, 2002; Mitchell et al, 2006). El aumento descontrolado de la temperatura se
traduce principalmente en una desaceleracion de la actividad del microrganismo y la
deshidratacion del sustrato (Gutiérrez et al, 1995). El control de la temperatura se ha
tratado a través de mecanismos de conduccién y conveccion forzada. Por otro lado, los
métodos de extraccion de calor por conveccion requieren de elevadas tasas de aireacion
gue con frecuencia deshidratan al medio. No obstante, se puede controlar la temperatura
mediante la utilizacion del calor latente de vaporizacion del agua, que permite eliminar el

calor metabdlico de manera rapida y efectiva (Sargantanis et al, 1993).

Son muchos los trabajos que se han centrado en este aspecto, ya que el control de
temperatura es uno de los problemas que se ha detectado desde siempre en los
procesos SSF y que actualmente no tiene una solucién clara. Se han reportado diversos
gradientes de temperatura dentro del lecho de fermentacion: 30°C cm™ (Rathbun y
Schuler, 1983); 2,50°C cm™ (Raimbault, 1980); 4,50°C cm™ (Saucedo et al, 1990;
Gonzélez et al, 1990). Adicionalmente, no existe mucha informacion acerca de la
magnitud del calor metabdlico generado en un proceso SSF, sin embargo Rathbun y
Schuler (1983) reportaron una produccién hasta de 15,9 J/kg de materia seca, mientras
que la velocidad de generacion de calor es del orden de 3,3x10° J/kg.h de materia seca
(Raimbault, 1980). En un proceso de SSF a nivel industrial el seguimiento y el control de
la temperatura y la humedad son fundamentales por lo que se requiere tomar la humedad
del medio, la humedad relativa del aire y la temperatura. Por otra parte, el tipo de reactor
utilizado (con o sin agitacion) juega un papel fundamental en la eficiencia del control de la
temperatura, que se puede controlar normalmente por aire forzado a través del lecho,

con la agitacion o por evaporacion de la humedad.
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1.4.4 La aireacion

En la mayoria de los procesos de fermentacion en estado soélido participan
microorganismos aerobios, por lo tanto la aireacion es un factor fundamental para el
desarrollo del proceso. La aireacion se utiliza para suministrar el oxigeno necesario, para
extraer el CO, formado, asi como para extraer el calor metabdlico evolucionado (Chen,
2013; Mitchell et al, 2006). El flujo optimo de aire debe tomar en consideracion la
naturaleza del microorganismo utilizado, los requerimientos de oxigeno para su
crecimiento y/o la formacion del producto deseado, la velocidad de generacién de calor
metabdlico, la concentracién critica del didxido de carbono y otros metabolitos volatiles,
el espesor del sustrato sélido, entre otros. En varios casos la aireacion de los procesos
de fermentacién sélida es mas facil que en las fermentaciones sumergidas, porque la
superficie de contacto es mayor entre el aire y el liquido que esta absorbido en las

particulas (Viniegra et al, 2003).

1.4.5 El tamafio de particulay la porosidad

El tamafio de particula estd muy ligado a la transferencia de masa en el sistema de
fermentacion en estado sélido. La transferencia de masa puede ser intraparticula e
interparticula (Moo Young et al, 1983). Para la transferencia de masa intraparticula
influye el tamafo, la porosidad, la forma del poro, y el tamafio de la particula (Krishna,
2005). Mientras que en el segundo caso, el espacio interparticula es lo mas importante y
éste es afectado por el tamafo de la particula, su forma y la humedad (Bernard et al,
1992). Otro aspecto que influye en la transferencia de masa durante el proceso, es el
cambio de estructura de las particulas del sustrato resultado de la acciéon de los
microorganismos (Moo Young et al, 1983). En general, el tamafio de particula en los
procesos SSF tiende a disminuir como resultado de la degradacion y actividad
metabdlica del microrganismo, asimismo la mayoria de los soportes solidos son pre
tratados por molienda, buscando disminuir el tamafio de particula y aumentando el area

superficial (Pandey et al, 2008).

En general una alta porosidad total significa mas agua y aire entre los poros de la matriz
sOlida. Generalmente, poros con un diametro equivalente menor a 0,002 mm son

inactivos, ya que estos poros se ven afectados por la pelicula de agua delimitada entre
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las particulas, impidiendo el efecto capilar (las fuerzas intramoleculares predominan). Los
poros con un diametro equivalente de 0,002 mm hasta 0,2 se conocen como poros
capilares de porosidad; ya que estos poros pueden mantener el agua por fuerzas
capilares. Finalmente, los poros de ventilacién son poros con didmetros equivalentes
mayores a 0,02 mm (Chen, 2013).

Los valores de porosidad solo reflejan la suma de agua y el espacio ocupado por el aire
(gas) dentro de la matriz sélida, pero no las cantidades relativas de agua y aire (gas) de
forma independiente. La relacion de la porosidad de aireacion (poros de ventilacion) y la
porosidad de retencion de agua (poros capilares) conocido como R es un parametro
importante que refleja en la matriz las condiciones del agua y aire. Los valores R altos
significan menos capacidad de retencibn de agua y una ventilacion mas grande,
sugiriendo un exceso de ventilacién que obliga a aumentar el suministro de agua en el
proceso SSF. Por otro lado, si R es pequefio sugiere un volumen de aire pequefio y una
gran capacidad de retencidn de agua en la matriz sélida, lo que conllevaria facilmente a

un almacenamiento excesivo de agua dentro de la matriz (Chen, 2013).

1.4.6 La concentracion y disponibilidad del sustrato

El medio de cultivo debe tener todos los nutrientes necesarios de forma balanceada para
favorecer el crecimiento y/o expresion metabdlica del microrganismo. Las relaciones
entre algunos de sus elementos son de particular importancia, por ejemplo, la relacion
carbono-nitrégeno (C/N) es relevante en la eficiencia de conversion energética y en la

respiracion celular (Cannel y Moo Young, 1980).

Al igual que en los cultivos sumergidos, la concentracion del sustrato ejerce una
influencia sobre el desarrollo del microorganismo. Sin embargo, esta influencia no esta
caracterizada en términos de limitacion o inhibicién como en los cultivos sumergidos; no
obstante, los efectos de limitacion pueden ser mayores en las fermentaciones soélidas,
debido a la baja velocidad de difusion de los nutrientes en su fase liquida (Moo Young et
al, 1983; Gervais y Molin, 2003). Se ha encontrado que la relacién C/N tiene una gran
importancia y su valor optimo puede variar en el intervalo de 10 a 100 dependiente del
proceso de fermentacion y del microorganismo. Para el caso de hongos filamentosos
como Trichoderma sp. diversos estudios con diferentes cepas han generado valores
Optimos entre 6 y 26 (Aceh, 2007; Martin et al, 1997).
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1.4.7 El pH

El pH es otra variable que afecta el desarrollo de los procesos SSF, al igual que lo hace
en los cultivos sumergidos. Sin embargo, en el caso de la fermentacién sélida, su control
es practicamente imposible, debido a la ausencia de instrumentos capaces de medir el
pH en la capa de liquido que rodea el solido (Mitchell et al, 2002). Sin embargo, algunos
autores sugirieron el uso de un electrodo de pH estandar, después de suspender la
muestra sélida en agua destilada (Durand y Chereau, 1988). El pH cambia por diferentes
razones; normalmente disminuye por la secrecion de acidos organicos como el acido
acético y el 4cido lactico durante el proceso, o por la hidrélisis de proteinas (Gervais y
Molin, 2003). No obstante, Domenech (2000) demostr6 que la fuente de nitrégeno
utilizada influye mucho en la tendencia que sigue el pH. Durante el proceso, el pH puede
ser controlado mediante la adicién de acidos o bases en el agua suministrada para el
enfriamiento del lecho (Durand y Chereau, 1988). Igualmente, el pH se puede mantener
utilizando soluciones buffer, para el caso de hongos entre 3,5y 6,0, para levaduras entre
4,5y 7,0 y para bacterias entre 2 y 8 (Pandey et al, 2008).

1.4.8 El in6culo

Otro factor que influye en los procesos de SSF lo representa el tipo de indculo y la forma
de inoculaciéon. En general se usan dos tipos de inoculantes, la microflora natural o
enddgena del sustrato o los inoculantes controlados. En los procesos de compostaje y de
ensilado se prefiere la microflora natural, mientras que en los procesos de produccion de
enzimas y de alimentos fermentados se utilizan inéculos puros o inéculos mixtos. Por
ejemplo, para la produccion industrial de varios bioplagucidas se utilizan las esporas o
conidios de los hongos antagonistas como Trichoderma sp. 6 entomopatégenos como

Lecanicillium sp. Metarhizium sp. Beauveria sp. (Pandey et al, 2008).

1.5 El caso de estudio: Fermentadores de lecho
empacado fijo (PBB)

Los fermentadores sélidos de lecho empacado se caracterizan principalmente por tener
el sustrato o soporte fijjo en una columna, con una seccion transversal constante, en
donde el aire es forzado a travesar el lecho cominmente de abajo hacia arriba. La

columna puede tener un tubo perforado insertado dentro de su centro axial que mejora el
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suministro de aire. Adicionalmente, la columna del lecho puede estar enchaquetada o

puede tener platos de transferencia de calor insertados (Mitchell et al, 2006).

Dentro de las principales variables de control en un fermentador sélido PBB se
encuentran la velocidad de aireacién y la temperatura del aire de entrada. Por otro lado,
en los fermentadores PBB se han descrito tres fenbmenos importantes que son

afectados por la escogencia del disefio y las variables de control, como son:

e Los gradientes de temperatura axiales y radiales generados dentro del lecho.
e Laevaporacién de la fase acuosa del lecho (gradientes de humedad).

e La caida de presién a través del lecho.

Los ultimos estudios en fermentadores de lecho empacado se han centrado en la
optimizacion del proceso mediante el uso de diversos soportes inertes buscando mejorar
la transferencia de calor y masa y promoviendo el flujo de oxigeno (Chen, 2013). Es asi
como Bafios et al (2009) utilizaron la espuma de poliuretano (trozos de 1-3 cm®) con
Aspergillus terreus para producir lovastatina en un fermentador PBB con un diametro de
0,021 m y una longitud de columna de 0,15 m. Los resultados mostraron una produccién
de lovastatina significativamente superior a las encontradas con otras tecnologias de
SSFy SmF.

Otro fendbmeno que es de gran importancia controlar en los fermentadores PBB es la
canalizacién del aire o “Channelling” (Figura 1.2) este fendmeno puede ocurrir
principalmente por las caracteristicas del soporte, la fase de crecimiento del
microorganismo, la velocidad de aireacion y la velocidad de pérdida de humedad de la

matriz.

En la Figura 1.2 se describe el fendmeno de la canalizacion donde (a) es la situacion
deseable, con un flujo uniforme a través de toda la seccion transversal del lecho. En el
caso (b) existe un flujo preferencial entre el lecho y la pared del fermentador cuando el
lecho se aleja de la pared. En (c) existe un flujo preferencial a través de una “grieta” en el
lecho. Finalmente, en (d) se muestra una vista a microescala de un canal, que describe
cémo un flujo preferencial surge debido a dos fuentes de resistencia al flujo, como la
trayectoria tortuosa a través del lecho y el hecho de que el espacio entre las particulas se

llenan parcialmente con biomasa. En casos extremos de canalizacion, puede no existir
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flujo a través de los espacios entre las particulas, por lo que la transferencia de materia
se limita a la difusion y la transferencia de calor a la conduccion (Tomado y adaptado de
Mitchell et al, 2006).

Figura 1.2: Regimenes de flujo de aire en un fermentador PBB

(@) AAAA by A A (o)

\

d)

1.5.1 Gradientes de temperatura axiales en fermentadores PBB

El flujo de aire a través del lecho en los fermentadores PBB es considerado mayormente
como un flujo pistén, esta caracteristica mas la ausencia de un mezclado provocan la
generacion de gradientes de temperatura axiales. Estudios realizados por Ghildyal et al.
(1994), Gowthaman et al (1993) y Weber et al (2002), sugieren que los gradientes de
temperatura axiales aumentan linealmente con el aumento de la altura del lecho y con la
disminucion de la velocidad de aireacién. El aumento de la temperatura del aire a medida
gue fluye a través del lecho aumenta la capacidad de transporte de agua en el aire y por
lo tanto la evaporacion se producira, incluso si se utiliza aire saturado en la entrada
(Mitchell et al, 2006).

1.5.2 La evaporacion de la fase acuosa en fermentadores PBB

La evaporacion es un mecanismo eficaz para la eliminacion del calor metabdlico
producido durante el cultivo en un biorreactor de SSF a mayor escala. Sin embargo, la

evaporacion afecta la actividad de agua (a,) en el soporte ocasionando un efecto
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adverso sobre la actividad del microorganismo. Adicionalmente, la evaporacion también
puede causar la contraccion del soporte-sustrato, lo que conlleva a la canalizacién en el
lecho del sustrato y por lo tanto a un pobre control del proceso. De esta forma, la
reposicion del agua pérdida es requerida. En los sistemas no mezclados como en los
biorreactores PBB, esto es imposible, y como resultado se presentan fuertes gradientes
de humedad. No obstante, aunque el contenido total de humedad del medio se puede
medir, la deteccion y el control en linea son dificiles (Chen, 2013; Mitchell et al, 2006).

1.5.3 La caida de presion a través del sustrato en fermentadores
PBB

La caida de presion ha sido relativamente poco estudiada en los procesos SSF en
general, sin embargo varias aproximaciones se han hecho en los fermentadores PBB. Se
conoce que las variaciones en la presién entrante y saliente del aire pueden ser usadas
como modelo para determinar las fases de crecimiento de los hongos, asi mismo se
pueden correlacionar con la evolucién de CO, (Auria et al, 1995). El fenbmeno de la
caida de presion se ha descrito que surge debido a la viscosidad del aire, ya que este
tiende a pegarse a las superficies de las particulas del lecho y de las biopeliculas
formadas, retardando el flujo de aire y ocasionado la pérdida de la energia por la friccion
viscosa entre las diversas capas de aire. El aire debe fluir a través de la columna a una
velocidad constante, por lo que esta resistencia al flujo no disminuye la energia cinética

del aire, sino que disminuye su presion (Mitchell et al, 2006).

Caidas de presion del aire fueron estudiadas por Auria et al (1995) en la fermentacién de
A. niger sobre un soporte inerte (Amberlite IRA-900) en un fermentador PBB (2 cm
didmetro interno y 8 cm de longitud de columna), determinado que la estructura sélida del
soporte no cambia con caidas de presibn de 0,4 mmHg. Recientemente, en
fermentadores de 2,5 cm de diametro y 20 cm de longitud, Karimi et al (2014)
determinaron la caida de presibn maxima durante el crecimiento de A. niger sobre

salvado con valores cercanos a 80 mmbar (60 mmHg) después de 40 horas de proceso.

1.6 Monitoreo de la condiciones en los procesos SSF

A causa de que los procesos SSF involucran hasta cuatro fases, la determinacién de los

parametros del proceso son generalmente dificiles. Contrario a lo que ocurre con las
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fermentaciones sumergidas donde la concentracion de la biomasa se puede monitorear
continuamente, en los procesos SSF esta medicion es casi imposible. La estimacién del
crecimiento de microorganismos en SSF tiene grandes dificultades, debido a que las
células permanecen sujetas al soporte y son dificiles de separar completamente. Para el
caso de hongos el problema se acentla ya que el micelio penetra los poros del sustrato
(Pandey, 2003).

Por lo tanto, el monitoreo del crecimiento del microrganismo en SSF es generalmente
obtenido por métodos indirectos, mediante la determinacion de proteinas, enzimas,
acidos nucleicos 6 glucosamina entre otras (Roussos y Gaime, 1996; Tomaselli et al,
2001). Recientemente, y en particular con fermentadores de lecho empacado la
determinacion de la velocidad de O, consumido y de CO, generado son considerados
como los métodos méas exactos para determinar el crecimiento de microorganismos en
SSF (Pandey et al, 2008). La importancia en determinar el flujo de aire de entrada radica
en que para los procesos de SSF en lechos empacados la transferencia de O, y calor
ocurren simultaneamente, el aire se calienta unidireccionalmente a través del lecho,
perdiendo su capacidad de enfriamiento, ocasionando gradientes de temperatura y
evaporacion excesiva de la humedad contenida en el sustrato (Saucedo et al, 1990).

La medicion de estos gases de salida esta directamente correlacionada con las
actividades metabolicas del microrganismo y permiten determinar el rendimiento de la
fermentacion. La determinacién de la biomasa por métodos indirectos se ha empleado
por diferentes investigadores, como Sato et al (1983), Rodriguez et al (1986) y
Desgranges et al (1991) quienes basaron su metodologia en el metabolismo respiratorio
de los microorganismos. El O, consumido y el CO, producido son el resultado de los
procesos metabdlicos a través de los cuales los microorganismos aerébicos obtienen la
energia necesaria para su crecimiento. Por tanto, estas actividades metabdlicas estan
asociadas al crecimiento del microorganismo y pueden usarse para estimar la biomasa
sintetizada. Por tal razén es posible relacionar en términos diferenciales el O, consumido
(dOJ/dt) y el CO, producido (dCO,/dt) tanto con el crecimiento como al mantenimiento

celular.

Estos modelos de correlacion son resueltos con el uso de técnicas numéricas y la
solucion de ecuaciones diferenciales. Con el empleo de computadoras y software

adecuados y cromatografos o analizadores de gases (CO, y O,) acoplados a la salida de
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los gases del fermentador, es posible estimar de forma continua la biomasa sintetizada vy,
de esta manera, estimar el calor metabdlico generado. Esta metodologia a gran escala
puede aplicarse en el control de parametros de la fermentacion en un proceso industrial.
Otros parametros que se pueden correlacionar con la actividad metabdlica incluyen la
evolucion del pH y la caida de presion a través del lecho (Auria et al, 1995).

1.7 Fermentacion sdOlida con soportes inertes

A pesar del potencial de los procesos SSF, algunos aspectos fisicos relacionados con la
heterogeneidad de los sustratos provocan graves limitaciones. Las desventajas de la
utilizacién de sustratos naturales en los procesos SSF radica principalmente en tres
aspectos: En primer lugar, el sustrato es la fuente de nutricién para el crecimiento de los
microorganismos Yy, al mismo tiempo, proporciona un microambiente para el crecimiento
microbiano, provocando la descomposicion gradual del sustrato formando aglomerados,
de esta forma la porosidad disminuye, generando limitaciones en la transferencia de
masa y calor. Segundo, las impurezas en los sustratos se integran facilmente en los
extractos de fermentacién, lo que no beneficia la separacion y purificacion de los
productos. Por ultimo, debido a la heterogeneidad del sustrato y su constante cambio se
dificulta la medicién precisa y reproducible de las variables, ocasionando problemas de

control en el biorreactor y en los procedimientos de escalado (Chen, 2013).

Para superar estos problemas, es conveniente utilizar soportes que tengan propiedades
bien caracterizadas y un minimo de interaccién con la biologia del proceso. La utilizacion
de soportes inertes contribuye a generar condiciones homogéneas en los fermentadores
asimismo a disminuir la presencia de impurezas (Aidoo et al, 1982; Nampoothiri Y
Pandey 1996). Se han reportado varias investigaciones en el campo de la fermentacion
soélida utilizando soportes inertes, como el descrito por Auria et al (1995) utilizando una
resina Arberlita IRA 900 para el crecimiento de Aspergillus niger. Igualmente, la espuma
de poliureteano (PUF) fue utilizada por Fujishima et al (1972) para la produccién de
enzimas por diferentes hongos. Kobayashi et al (1991) utilizaron PUF como vehiculo
inerte para la produccién de glucoamilasa con Aspergillus oryzae, y sugirieron que la
utilizacién de PUF en fermentacion sélida permite alcanzar una composicion del medio
controlado y un mejor proceso de separacion del producto. Se ha demostrado que la

utilizacién de este tipo de soportes permite un mejor control del proceso, una mayor
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reproducibilidad y facilidad para el modelamiento que con los soportes naturales
(Ooijkaas et al, 2000).

1.7.1 Tipos de soportes inertes

En la actualidad, los soportes inertes utilizados en los procesos SSF se pueden dividir en
tres tipos. Los naturales, como los lignocelulosicos bagazo de cafa de azlcar, cascarilla
de arroz (Mohan Kumar et al, 2013), residuos de yuca, coco, cacao y otros residuos
agricolas (Pandey et al, 2000). Los minerales como la vermiculita y la perlita (Meyrath,
1965). Por ultimo los sintéticos, como las resinas de intercambio i6nico (Richard et al,
1990), el poliestireno (Nagendra Prabhu y Chandrasekaran, 1995), el poliuretano (Marin
et al, 2008; Lareo et al, 2006) y la silica (SiO2) (Peralta et al, 2001). En la tabla 1.2 se

resumen algunos estudios de fermentacion sélida utilizando soportes inertes.

Tabla 1.2: Ejemplos de procesos SSF utilizando soportes inertes

Soporte Inerte Microorganismo Producto Referencia
Bagazo Aspergillus niger Acido Citrico Cahn (1935)
Aspergillus niger Pectinasa Huerta et al (2004)
Penicillium chrysogeniium Penicilina Barrios et al (1993)
Vermiculita Aspergillus niger Amilasa Meyrath (1965)
Cascarilla de arroz Cladosporium sp. L-Asparaginasa Mohan Kumar et al (2013)
Poliestireno Vibrio costicola L-Glutaminasa Nagendra Prabhu (1995)
Aspergillus niger Fitasa Gautam et al (2002)
Espuma de Poliuretano Trichoderma viride Quitinasas Marin et al, (2008)
Aspergillus oryzae Proteasas alcalinas Ozawa et al (1996)
Mucor bacilliformis Esporas Lareo et al (2006)
Aspergillus terreus Lovastina Bafos et al (2009)
Acetobacter xylinum Celulasas Weng y Chen (2010)
SiO2 Xerogel Aspergillus niger Esporas Peralta et al (2001)

Soporte inertes naturales

Los soportes inertes naturales son generalmente subproductos agricolas los cuales en su
mayoria son abundantes y faciles de manejar, siendo menos costosos que otros
sustratos utilizados en procesos SSF (Chen, 2013; Pandey, 2003). Sin embargo,

presentan algunas desventajas como la baja porosidad con insuficientes estructuras
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internas que perturban la aireacién, la baja remocion de calor y la captacion de
nutrientes. Adicionalmente, estos soportes se pueden contaminar facilmente. Es asi
como, utilizando bagazo de cafia de azlcar Marin et al (2008) encontraron problemas de
esterilizacion del sustrato, por problemas con el control de la temperatura.

La cascarilla de arroz

El exterior de la cascarilla de arroz se compone de elementos rectangulares dentados,
compuestos principalmente de silice recubiertos con una gruesa cuticula. La regién
central y la epidermis contienen poca silice (Bronzeoak, 2003). Jauberthie et al (2000)
confirmaron que la presencia de silice amorfa esta concentrada en las superficies de la
cascara de arroz y no dentro de la propia cascara. La composicion quimica de la
cascarilla de arroz es similar a la de muchos subproductos agricolas e incluye celulosa
entre 40 a 50%, lignina entre 25 a 30%, cenizas entre 15 a 20% Yy un contenido de
humedad entre 8 y 15% (Hwang y Chandra, 1997). La cascarilla de arroz se ha utilizado
como soporte inerte en diferentes estudios SSF, como el elaborado por Ramos et al
(2008) quienes crecieron Trichoderma sp. llegando a obtener concentraciones hasta de

2,3x10°® conidios/g después de 8 dias de fermentacion.

Soporte inertes sintéticos

Los soportes inertes sintéticos en los procesos SSF son generalmente polimeros de
sintesis quimica como el poliuretano, poliestireno, polietileno entre otros. Estos polimeros
tienen propiedades intrinsecas en cuanto a un alto nivel de porosidad, capacidad de
absorcion de agua, permeabilidad y homogeneidad en su estructura (Chen, 2013). Las
desventajas de estos soportes radican principalmente en su costo, no obstante se puede

minimizar esta diferencia al utilizar materiales provenientes de residuos industriales.

Espuma de poliuretano

Entre los soportes inertes sintéticos comunmente estudiados se encuentra la espuma de
poliuretano o PUF por sus siglas en inglés, la cual se ha usado como un soporte
adecuado para los procesos SSF porque presenta una alta porosidad, baja densidad, y
una relativamente alta absorcion de agua. La espuma de poliuretano tiene un tamafio de

poro adecuado, que proporciona un entorno satisfactorio para el crecimiento de los
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hongos (Chen, 2013). La capacidad absorbente de la espuma de poliuretano puede ser
de hasta 20 ml/g, conteniendo pequefios poros de aproximadamente 700 micras de

diametro, generando un area superficial especifica cercana a 4,5x10° m?/m?®.

La produccién de la compafia alemana PROPHYTA GmbH se estima en cerca de 150
kilogramos de sustrato por fermentador de 600 litros de capacidad. Con una capacidad
instalada de cerca de 60 fermentadores se podrian generar hasta 9 toneladas de
residuos después del proceso de cosecha. Segun comunicacion personal este tipo de
sustratos no es reutilizable y la mayoria de los residuos generados son usados como

activos en abonos.

1.8 El género Trichoderma sp. y los procesos SSF

Los hongos del género Trichoderma sp. son un grupo de microorganismos que habitan
naturalmente en un namero importante de suelos, con abundante materia organica en
descomposicién y altas densidades de raices. Trichoderma sp. se encuentra
ampliamente distribuido en todo el mundo en diferentes zonas, ademas se suele hallar
asociado a la superficie de las plantas y cortezas de madera descompuesta, en

diferentes zonas y habitats (Harman, 2004).

El interés cientifico despertado por los hongos de este género, se debe a las
caracteristicas antagobnicas que presentan frente a hongos fitopatégenos. Entre los
mecanismos de control referenciados para Trichoderma sp. esta la competencia por
nutrientes o espacio, el micoparasitismo y la antibiosis entre otros. Estos mecanismos no
son excluyentes sino que actian sinérgicamente en el control de los patégenos (Harman
y Kubicek, 1998; Chet et al, 1997; Belanger et al, 1995).

La produccion de Trichoderma sp. a nivel industrial y semindustrial se ha propuesto
empleando diferentes sustratos sélidos como zanahoria (Castillo, 2001), bagazo de cafia,
cascarilla de café, arroz o mezclas de las misma fuente de carbono. La fermentacién
solida de Trichoderma sp. ha sido estudiada en diferentes escalas, en donde se ha
evaluado el tipo de sustrato, la temperatura, los efectos de luz y la oscuridad sobre la
esporulacion o conidiogenis del hongo (Garcia et al, 2009). Es asi como Cruz (2007)
utilizando fermentacion bifasica (airlift y fermentador de bandejas) para una cepa de

Trichoderma koningiopsis (Th003) report6 concentraciones finales de 8,44x10° conidos/g
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después de 9 dias de fermentacion. Asi mismo, Cruz et al (2011) con la misma cepa de
Trichoderma sp. estudiaron su produccion masiva mediante dos métodos de
fermentacion solida, el primero disponiendo el sustrato en bolsas de polietileno en
incubadas en cuarto de incubacién y el segundo utilizando un fermentador de bandejas
llegando a obtener productividades de 4.70x10° conidios/g.h y 1,42x10’ conidios/g.h

respectivamente.

1.8.1 Trichoderma asperellum Th204

La especie Trichoderma asperellum ha recibido considerable atencién de la investigacion
en cuanto a su potencial como un agente de control biolégico (Tipan, 2013; Carvajal et al,
2008). En particular, la cepa T. asperellum Th204 ha demostrado caracteristicas
biol6gicas de interés como solubilizacion de fésforo y promocién de crecimiento en
plantas. Sin embargo, en la planta de bioproductos de Corpoica la propagaciéon de T.
asperellum Th204 se realiza mediante SSF, utilizando sustratos naturales a base de
arroz, dispuestos en bandejas perforadas que son inoculadas e incubadas en cuartos
calientes o fermentadores de bandejas. Sin embargo, las limitantes en el control del
proceso, hacen que el uso de este tipo de sistemas de fermentacion conduzca a lotes
heterogéneos y por tanto con baja repetibilidad y reproducibilidad (Cruz et al, 2011; Cruz,
2007).



2.Materiales y métodos

2.1 Equipo utilizado: Fermentador PROPHYTA® L05

Fermentador sélido disefiado por la multinacional alemana PROPHYTA® GmbH modelo
LO5 (United States Patent 6620614) construido en acero inoxidable con dimensiones de

68 cm de altura, 25 cm de ancho y 25 cm de profundidad.

El fermentador cuenta con cuatro niveles para soportar el sustrato, cada uno con un
serpentin de dos brazos para enfriamiento o calentamiento utlizando un bafio
termostatico externo para controlar la temperatura. Adicionalmente, en la parte inferior
cuenta con distribuidor de aire rectangular y un soporte para un material humidificador
(Figura 2.1). En el exterior posee lineas con sistemas de filtracion Sartorious de 0,2 um
para la alimentacién de agua y aire. La inoculacién del sustrato se realizé por inyeccion
desde la parte superior utilizando una bomba peristaltica Heidolph 8314. El cierre del
fermentador se realiz6 desde la parte superior mediante el ajuste de cuatro clavijas y
empagues siliconados. El fermentador PROPHYTA® LO5 permiti6 un monitoreo de las
condiciones de procesos SSF, tales como la temperatura usando puertos para
termocuplas al interior de cada nivel. Por otra parte, mediante instrumentacion externa se
adecuo el fermentador para la determinacion de la composicion y el registro de los gases

de salida en tiempo real (Figura 2.1).

2.2 Microorganismo

La cepa del hongo de estudio T. asperellum Th204 fue suministrada por el Banco de
Germoplasma de microorganismos con interés en control biolégico de CORPOICA. Las
cepa se crioconservo a -70+/-2°C. El hongo se mantuvo en cajas Petri con medio agar
papa dextrosa (PDA) y se incubd a 25+2°C por 7 dias. Las cajas Petri con el hongo
esporulado se utilizaron en la preparacion de las suspensiones de conidios que sirvieron

como in6culos.
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Figura 2.1: Esquema del fermentador de lecho fijo PROPHYTA® L05
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2.3 Determinacion del soporte de crecimiento y los
factores que tiene mayor efecto sobre la produccion
de T. asperellum Th204 en el fermentador de lecho
fijo PROPHYTA® L0O5

2.3.1 Preparacion del in6culo

A partir de cultivos en medio PDA con el hongo esporulado, se removieron los conidios
mediante la adicion de 10 mL de Tween 80 al 0,1% (v/v). La suspension de conidios
obtenida se dispuso en un frasco Falcon estéril, para luego homogeneizarla en un
agitador vibratorio Vortex durante 30 segundos. A partir de esta suspension (1x10°
conidio/mL) se realizaron las diluciones requeridas para obtener 2 litros de indculo en las
concentraciones a evaluar (10’ y 108 conidios/mL). Las concentraciones se determinaron

mediante el recuento en camara de NeuBauer (16 celdas por triplicado) (Bastidas, 2013).

2.3.2 Preparacion del soporte inerte y de la suspensién nutritiva

Soporte 1: Espuma de poliuretano:

Se utiliz6 espuma de poliuretano flexible de origen comercial (Espumas Santafé), de 40 y

50 ppi (poros por pulgada). La espuma fue cortada en cubos de 2 cm de arista
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aproximadamente. Segun la altura del lecho a evaluar 5 cm o0 8 cm se utilizaron 25 o0 30

gramos de espuma seca previamente cortada respectivamente.

Soporte 2: Cascarilla de arroz:

Se utiliz6 cascarilla de arroz cruda proveniente de Cascarillas de Colombia con un

tamano de particula entre 0,5y 12 mm.

Preparacion de la suspension nutritiva

La suspension nutritiva se utilizé para humectar el soporte inerte a razén de un litro de
suspension por nivel en el fermentador PROPHYTA® LO0O5. Para la preparacion de la
suspension nutritiva como fuente principal de carbono se utilizé puré de papa en polvo de

origen comercial marca VanGuy y extracto de levadura Tecna como fuente de nitrégeno.

En funcién de la relacion C/N a evaluar se pesaron las cantidades requeridas de puré de
papa en polvo y de extracto de levadura. Los dos componentes fueron suspendidos en 4
litros de agua y homogeneizados utilizando un emulsificador industrial DYNAMIC a 300
rom durante 5 minutos. El pH inicial de la suspension para todos los tratamientos

experimentales se mantuvo constante en 5,5 £ 0,3.

2.3.3 Adecuacion del fermentador PROPHYTA® L0O5

En soporte inferior debajo del nivel 4 fue llenado con sepiolita seca sirviendo como filtro
por su capacidad absorbente. Una vez cargado los cuatro niveles del fermentador con el
soporte inerte humectado con la suspension nutritiva, se procedi6 a cerrar el fermentador
asegurando parcialmente las clavijas de seguridad de la cubierta. Posteriormente, se
acoplé una manguera siliconada de un cuarto de pulgada (Masterflex®), la cual se utilizé
para la operacién de inoculacion, el extremo de la manguera se sell6 con algodén y papel
aluminio para su proteccion. Posteriormente, se ajusto un filtro de aire (Sartorius 0,2 um)
a la acometida de aire de entrada, dejando las véalvulas del filtro en posicion de abertura
previniendo sobrepresiones en el proceso de esterilizacion. Finalmente, el fermentador
PROPHYTA® LO5 se someti6 a una operacion de esterilizacion en una autoclave vertical
LEQUEUX (Paris) 863706 a 121°C y 20 psi de presion durante 30 minutos.
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2.3.4 Inoculacion e incubacién

Dos litros del inéculo de T. asperellum Th204 se alimentaron bajo condiciones de asepsia
al fermentador a razén de 15 L/h utilizando una bomba peristaltica Heildolph 8314. Al
finalizar la alimentacién del inéculo, se adicionaron 22 litros de Tween 80 (0,1%v/v)
previamente estéril con el propdsito de permitir la homogeinizacion del in6culo en todo el
sustrato y el ajuste de la humedad por inundacién. Después de una hora la valvula
inferior de desagie del fermentador se abrié hasta completar el vaciado. La valvula de

desaguie se cerré y la manguera de inoculacién se sell6 con una abrazadera metalica.

Con el propo6sito de ajustar los niveles de la temperatura de incubacién a evaluar se
utilizé un bafo termostatico MEMMERT WNB 7. El agua del bafio (7 litros) se ajusto a
30°C y 36°C segun los niveles de temperatura evaluados de 23°C y 28°C
respectivamente (Tabla 2.1). Los niveles de la temperatura de fermentacién se
controlaron con un flujo de agua proveniente del bafio termostéatico utilizando una bomba
sumergible Evans12W que alimenté continuamente los serpentines del fermentador a
razén de 1,5 L/min. De esta forma, el agua de calentamiento circulé continuamente en un

circuito cerrado entre el bafio termostatico y el fermentador.

Por dltimo, se acopl6 la linea de aire al sistema de filtracion y humidificacion (Erlenmeyer
con desprendimiento lateral) y se ajustd con un rotdmetro el caudal de aire a evaluar. El
fermentador PROPHYTA® L0O5 se mantuvo cerrado con suministro continuo de aire por

el tiempo de fermentacion definido (7 dias).

2.3.5 Diseiio experimental para la seleccion del soporte solido y
determinacion de los factores criticos (efectos fijos)

El disefio experimental utilizado fue fraccionado 1/16 con siete factores evaluados a dos
niveles cada uno, nivel alto (1) y nivel bajo (-1) con resolucion Il y dos repeticiones en el
punto central (C1-C2). Los factores a evaluar fueron: El soporte inerte sélido (A), la
relacion C/N de la suspension de nutrientes (B), la relacién de inoculacién (C), la
humedad del aire entrante (D), la temperatura de incubacion (E), la altura del lecho del
sustrato (F) y el caudal de aire entrante (G) (Tabla 2.1). En total, el experimento consistid
en la evaluacién de 10 tratamientos experimentales y un control positivo (E1) utilizando el

medio de cultivo estandar para la producciéon de otras cepas de Trichoderma sp. en la
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planta de bioproductos de CORPOICA (Tabla 2.2). Las variables de respuesta en cada
tratamiento fueron la productividad medida como los conidios producidos de Th204 por
gramo seco de sustrato por hora (conidios/g.s.h) después de 7 dias de fermentacion, el
contenido de humedad final del sustrato, la evolucion de la produccién de CO, (ppm) y
consumo de O, (%v/v) , la velocidad especifica maxima de crecimiento (Pmax, h?), la
temperatura de tres niveles (°C), y la caida de presion (mmHg) a través del lecho del

sustrato.

Tabla 2.1: Factores y niveles evaluados en la fermentacion solida de T. asperellum
Th204

Nivel
Cdédigo Factor -1 1
A Soporte sélido CA* EP*
B Relacion C/N 6 8
C Relacion de inoculacion (conidios/g seco) 10’  10°
D Humedad del aire (%) 15 95
E Temperatura (°C) 23 28
F Altura de lecho (cm) 5 8
G Flujo de aire entrante (m*/h) 0,42 1,13

*C.A (Cascarilla de arroz); E.P (Espuma de poliuretano).

Tabla 2.2: Tratamientos evaluados para la produccion de T. asperellum Th204 (Disefio

experimental fraccionado 1/16-Efectos fijos).

_ Soporte C/N In6culo Humedad Temperatura Altura Caudal
Tratamiento del aire (°C) del de aire
(%) lecho (m3h)
(cm)

T1 Espuma 8 -1 95 23 8 1,13

T2 Espuma 8 -1 15 28 5 1,13

T3 Espuma 6 15 23 8 0,42

T4 Cascarilla 6 95 23 5 1,13

T5 Espuma 6 95 28 5 0,42

T6 Cascarilla 6 -1 95 28 8 0,42
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T7 Cascarilla 8 1 15 28 8 1,13
T8 Cascarilla 8 -1 15 23 5 0,42
C1 Cascarilla 7 0 95 25 7 0,77
Cc2 Espuma 7 0 95 25 7 0,77
El Arroz 1 -1 95 28 8 1,13

e Determinacion de la productividad

Una vez terminado el tiempo de fermentacion, el sustrato crecido con Th204 se someti6 a
un lavado con Tween 80 (0,1%v/v) en una relacién 2:1 (Tween:Soporte) utilizando una
batidora Oster 2612-012 durante 5 minutos. Al extracto resultante se le determiné la
concentracion de conidios por recuento en cadmara de Neubauer (Bastidas, 2013). Esta
concentracion del extracto se utilizé para determinar los valores de productividad de cada
tratamiento en términos de conidios producidos por gramo de sustrato seco inicial por
hora (conidios/g.s.h). El sustrato seco se determin6 como la suma de los pesos del
soporte seco (espuma-cascarilla) y los nutrimentos (puré de papa y extracto de levadura).

e Determinacién del contenido de humedad

Al inicio (tiempo cero) y al finalizar el tiempo de fermentacién definido (7 dias), se
tomaron tres muestras de 1 g del soporte sélido en cada nivel para determinar el
contenido de humedad utilizando una balanza Kern MLS-50. Los resultados se
sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA), prueba de homogeneidad de varianzas
(Test de Bartlett), normalidad (Test de Shapiro-Wilk) y comparacién de medias (Tukey
0a=0,05). Cuando algunos de los supuestos no se cumplio los datos se sometieron a una

prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis (a=0,05).

e Monitoreo de consumo de O,y producciéon de CO,

El monitoreo de la concentracion de O, (%v/v) a la salida del fermentador se realizé

utilizando un sensor Ox-01 tomando en promedio 4 lecturas por dia.

Para cada tratamiento de fermentacion, se monitore6 la concentracion del CO, (ppm) de
la corriente de aire de salida, la temperatura (°C) y la humedad del aire (%) mediante un
datalogger CO, EXTECH C0210. Con los datos obtenidos de respirometria de CO, cada
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20 minutos se estimaron las velocidades de produccién medidas en miligramos de CO,
por gramo de soporte por hora (mg CO,/g soporte.h). Adicionalmente, se estimd para
cada tratamiento la velocidad especifica maxima de crecimiento de T. asperellum Th204
(Figura 2.1).

Determinacién de la velocidad especifica maxima de crecimiento

En funcidn de los resultados de respirometria para el crecimiento de T. asperellum Th204
en el fermentador PROPHYTA® LO5 se utilizd el modelo logistico de crecimiento
(Ecuaciones 2.1y 2.2).

dXx 1- X
E:”X(x ] (2.1)

max

_ X (2.2)
1+KXm j—l}e”‘
XO

Donde 1 es la velocidad especifica de crecimiento (h™), Xm y Xo la concentracién de

biomasa maxima e inicial respectivamente medida en kg biomasa seca por kg de sustrato

seco (kg X /kgs.s).

Siguiendo el método descrito por Gelmi et al (2000) las velocidades especificas maximas
de crecimiento para T. asperellum Th204 se estimaron utilizando los resultados de
respirometria especificamente los de produccion de CO, En todos los tratamientos cada
20 minutos se determiné la concentracion de CO, medida como los gramos de CO,
acumulados producidos por gramo de sustrato seco. Tomando el logaritmo natural de la
concentracion de CO, y graficandola en funcién del tiempo se determind la pendiente
(intervalo de mayor pendiente, 20-40 horas aproximadamente) siendo esta la velocidad

especifica maxima de crecimiento (h™).

e Monitoreo de la Temperatura

El monitoreo de la temperatura al interior del fermentador se realiz6 en tres niveles
(niveles 1, 2 y 4) tomando una lectura cada 20 minutos utilizando un datalogger TESTO

AG 735-2 (Figura 2.1). Se determiné el gradiente de temperatura axial (promedio y
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maximo) como la relacién entre la diferencia entre las temperaturas del nivel 1 (superior)

y el nivel 4 (inferior) y la altura del lecho (cm).

e Caida de Presion

De la misma forma para cada tratamiento de fermentacion, se midi6 la caida de presion
cada 20 minutos mediante la adecuacién de un mandémetro diferencial EXTECH HD755
de 0,5 psi entre la entrada (inferior) y salida (superior) de la corriente del aire del
biorreactor (Figura 2.1).

Los resultados obtenidos se sometieron a un analisis de normalidad de Shapiro-Wilk y de
homogeneidad de varianza. Se ajusté un modelo lineal de los efectos, asi mismo se
analizaron graficamente los efectos mediante diagramas de Pareto para determinar la
significancia de los factores. El andlisis de resultados permitié evidenciar que soporte
sélido es mejor en comparacion con el otro, en funciébn de la productividad final
alcanzada (conidios/g.s.h), la velocidad especifica maxima de crecimiento, la presencia
de gradientes de humedad del lecho, de temperatura axial y la caida de presion.
Adicionalmente, se seleccionaron los dos factores criticos (X1, X2) diferentes al soporte
inerte con mayor influencia positiva 0 negativa segun el grado del efecto sobre la variable

respuesta productividad de Th204.

2.4 Generacion de un modelo de productividad de T.
asperellum Th204

2.4.1 Diseiio experimental utilizando los factores criticos

Para la generacién de un modelo de respuesta de la concentracion final de T. asperellum
Th204 en funcion de los factores criticos seleccionados (X1, X2), se realizdé un disefio
factorial compuesto central con tres repeticiones en el punto central, definiendo un
espacio experimental rotacional con 11 tratamientos en el fermentador PROPHYTA® L05
(Tabla 2.3).
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Tabla 2.3: Niveles de los factores criticos (X1, X2) en los tratamientos evaluados en la

fermentacion sélida de T. asperellum Th204 (Disefio de experimentos Central

Compuesto)

Tratamiento X1 X2
1 -1 -1
2 -1 1
3 1 -1
4 1 1
5 -1.4142 0
6 1.4142 0
7 0 1.4142
8 0 -1.4142
9 0 0
10 0 0
11 0 0

Las repeticiones en el punto central permitieron determinar el error experimental.

Se mantuvieron como variables respuesta en cada tratamiento: La productividad final de
Th204 (conidios/g.s.h), la velocidad especifica maxima de crecimiento (Gelmi et al, 2000),
el contenido de humedad final del soporte (gradiente de humedad relativo), la
temperatura entre niveles (gradiente de temperatura axial promedio) y la caida de presiéon

(caida de presion relativo) a través del lecho del sustrato.

Utilizando el software STATGRAPHICS Centurion XVL.II se ajustdé un modelo de segundo
orden para la productividad de Th204 (conidios/g.s.h) en funcion de los factores X1y X2.
Con el modelo encontrado se determiné una relacién éptima de X1 y X2 maximizando la

productividad.

El gradiente de humedad del lecho al finalizar la fermentacién se determiné como la
diferencia de contenido de humedad del lecho entre el nivel 1 y el nivel 4, siguiendo la

metodologia descrita previamente en el numeral 2.3.5.

El gradiente de temperatura axial del fermentador se determiné como el valor promedio

de la diferencia de temperatura entre el nivel 1 y el nivel 4 registrada cada 20 minutos. Se
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utilizé el datalogger TESTO AG 735-2 para el registro de la temperatura del lecho entre

niveles.

La caida de presion relativa se determind tomando como base la presion de aire entrante
en cada fermentacién. La variable se expres6 como porcentaje (caida de presion
maxima/ presion entrante). Tanto la presion del aire entrante como la caida de presién
del aire a través del lecho se determinaron con el mandmetro diferencial EXTECH
HD755.

El gradiente de concentracion relativo se determiné para los logaritmos de las
concentraciones en base seca de T. asperellum Th204 entre los niveles 1y 4 en relacion

al nivel 1 expresada como porcentaje.

Por ultimo, los resultados de los gradientes de temperatura axial, de humedad del lecho,
de concentracion relativa y de caida de presion relativa, se analizaron mediante

diagramas de Pareto (significancia a=0,05) y superficies de respuesta.

2.4.2 Validacion del modelo estadistico

El punto 6ptimo generado para la productividad en el disefio central compuesto se validé
mediante 3 fermentaciones manteniendo los demas factores en los niveles que
favorecieron el crecimiento de Th204. Al finalizar del tiempo de cada fermentacion se
determind la productividad (numeral 2.3.5) y se calculé su ajuste con el valor de
productividad 6ptimo encontrado con el disefio. El ajuste se determind como la relaciéon

porcentual entre la productividad experimental y la 6ptima tedrica esperada.



3.Resultados y discusioén

3.1 Determinacion del soporte de crecimiento y los
factores que tienen mayor efecto sobre la produccion
de T. asperellum Th204 en el fermentador de lecho
fijo PROPHYTA® L05

Con el analisis elemental de la suspension nutritiva se determin6é que el puré de papa
contiene un 39,23% de carbono y un 1,30% de nitrbgeno. Para el caso del extracto de
levadura se determind un contenido de carbono y nitrégeno de 36,40% y 11,28%
respectivamente (Anexo A). Estos valores permitieron ajustar con mayor exactitud la
relacion Carbono/Nitrégeno (C/N) requeridas en los diferentes tratamientos. El nivel C/N
de 8 se ajusté en la suspension nutritiva utilizando 250 g de puré de papa y 125 g de
extracto de levadura. Por otro lado, la relacion C/N de 6, se ajust6 con 250 g tanto para el

puré de papa como para el extracto de levadura.

Después de llevar a cabo las fermentaciones propuestas en el disefio experimental
fraccionado (1/16) con dos repeticiones en el punto central C1 y C2, se pudo evidenciar
gue con el soporte espuma de poliuretano se obtuvieron las mayores productividades
expresadas en conidios producidos por gramo de sustrato seco por hora (conidios/g.s.h)
después de 7 dias de fermentacion en comparacion al soporte cascarilla de arroz y al
sustrato control (E1) (Tabla 3.1). El diagrama de Pareto de la la figura 3.1 expone solo los
efectos principales de los factores, en donde se evidencia que los factores con mayor
incidencia positiva y significativa sobre la variable respuesta (Logaritmo de la
productividad) son el soporte inerte (P=0,0094), el caudal de aire (P=0,0411) y la
relacion C/N (P=0,0296) (Anexo B). Los factores humedad del aire y temperatura de
incubacién tambien tienen un efecto positivo sobre la productividad de Th204, aunque

estos efectos no fueron significativos en el espacio experimental evaluado.
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Tabla 3.1: Productividad de T. asperellum Th204 (conidios/g.s.h) después de 7 dias
(Disefio fraccionado 1/16).

Cly C2. Fermentaciones en el punto central, E1 Tratamiento sustrato control

Tratamiento  Soporte C/N Inéculo Humedad Temperatura Altura Caudal Productividad Log
del aire (°c) del del aire  (Conidios/g.s.h) (Prod.)
(%) lecho  (m’/h)
(em)
T1 Espuma 8 -1 95 23 8 1,13 1,96x10’ 7,29
T2 Espuma 8 -1 15 28 5 1,13 2,57x107 7,41
T3 Espuma 6 1 15 23 8 0,42 9,38 x10° 5,97
T4 Cascarilla 6 1 95 23 5 1,13 1,61x106 6,21
T5 Espuma 6 1 95 28 5 0,42 2,88x10° 6,46
T6 Cascarilla 6 -1 95 28 8 0,42 9,35x105 5,97
T7 Cascarilla 8 1 15 28 8 1,13 2,83x10° 6,45
T8 Cascarilla 8 -1 15 23 5 0,42 2,65x106 6,42
C1 Cascarilla 7 0 95 25 7 0,77 2,75x106 6,44
Cc2 Espuma 7 0 95 25 7 0,77 7,08x106 6,85
E1 Arroz 1 -1 95 28 8 1,13 8,87x10° 6,95

Figura 3.1: Diagrama de Pareto para los 7 factores evaluados, determinacion de efectos
fijos (Disefio fraccionado 1/16)
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El modelo y los resultados tuvieron un alto grado de ajuste con un valor de R? de 0,9754,
un valor de regresion relativamente alto para este tipo de procesos multivariable. De esta
forma se puede inferir que mas del 97% de la variabilidad del sistema en el espacio
experimental evaluado se podria modelar con los 7 factores evaluados, dejando menos
de un 3% al error aleatorio y experimental. A continuaciéon se presenta la ecuacién
ajustada del modelo para la variable Log (productividad) en funcion de los 7 factores
evaluados.

Log (Productividad) = 4,1016 + 0,248*soporte + 0,259153*C/N - 0,108716*in6culo +
0,00281029*humedad de aire + 0,0186098*Temperatura - 0,0650273*Altura del lecho +
0,495941*Caudal de aire

R? (ajustada por g.l.) = 97,61%

e Efecto del soporte inerte

El efecto significativo del soporte inerte sobre la productividad de T. asperellum Th204
podria radicar en dos aspectos como son la porosidad y la capacidad de retencion del
agua. Para el caso de las espuma de poliuretano diversos estudios han demostrado
valores relativamente altos de retencion de agua entre 20 y 30 mL/g y porosidades de
particula superiores a 0,912 (Marin et al. 2008), mientras que para la cascarilla de arroz
la capacidad de retencién de agua es baja con valores entre 0,4 y 0,92 mL/g (Saenz y

Calderon, 2001) y una porosidad aparente del lecho de 0,6 (Srinives et al, 2010).

Segun Marin et al (2008) la capacidad de retencion de agua de la espuma de poliuretano
mantendria los valores de a, entre 0,985 y 0,999 condiciones favorables para el
crecimiento de los hongos. Es asi como, menores cantidades de agua retenida para el
caso de la cascarilla de arroz podrian haber ocasionado inicialmente rapidas velocidades
de evaporacion ocasionando disminucién en las actividades de agua (ay), gradientes de
humedad y gradientes de temperatura, aspectos altamente desfavorables para el
crecimiento y la esporulacion de T. asperellum Th204. Adicionalmente, una mayor
densidad del lecho, con menor porosidad aparente ocasionaria menores transferencias
de O,y desorcion de CO, (Mitchell et al, 2006; Chen, 2013).
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Por otro lado, los soportes en procesos SSF tienen en su mayoria una estructura porosa
con una gran area superficial, entre 10%-10° m%cm?® (Chen Y Xu, 2004), para el caso de la
espuma de poliuretano usada en la fermentacion de Th204, con una distribucion de
cubos de 2 cm?® y utilizando las medidas a nivel micro, se estimé esta relacion en 6x10*
m?/cm*® estando en los promedios reportados para soportes inertes, favoreciendo los
fenébmenos de transferencia en general (Chen, 2013).

Segun los descrito por Oostra et al (2001) y citado por Barrios (2012) se distinguen tres
capas de micelio para hongos filamentosos en procesos SSF. En primer lugar una
biopelicula de hifas que cubren las superficies de las paredes del soporte con un alto
contenido de humedad (poros capilares). Diversos autores han descrito esta capa como
la capa critica en donde el oxigeno y los nutrimentos deben ingresar, siendo el principal
lugar para los fendbmenos de transferencia de masa (Thibault, et al, 2000; Mitchell et al,
2000). En segundo lugar, las hifas aéreas las cuales se encuentran en mayor contacto
con la fase de gas, siendo importante para la colonizacion de otras zonas dentro de la
matriz (poros de ventilacion). Por ultimo, las hifas penetrativas con capacidad para

colonizar al interior del soporte y asimilar los nutrimentos.

El buen crecimiento de T. asperellum Th204 sobre la espuma de poliuretano sugiere que
esta matriz provee microambientes favorables para la solubilizacion del oxigeno y la
disponibilidad de nutrientes para el crecimiento del hongo, resultados similares

encontrados por Rodriguez et al (1997).

En la figura 3.2 se evidencia el crecimiento a nivel micro de la cepa Th204 sobre el
soporte espuma de poliuretano, en donde se puede observar la presencia de la tensién
superficial del agua en los poros de la espuma, el crecimiento de Th204 sobre las
paredes y en la pelicula de agua con fracciones de gas disueltas (Figura 3.2 A-B). No
obstante, se ha descrito que una alta tension superficial impediria la elongacion de las
hifas para los hongos aerdbicos como T. asperellum causado por una baja solubilidad del
oxigeno, siendo la tasa de difusion de oxigeno en el agua aproximadamente 10000 veces
menor que en el aire, por lo que la tensién de la pelicula de agua se convertiria en el
principal factor limitante que afectaria la extension del micelio (Chen, 2013). Este
fendmeno se podria haber presentado en el tratamiento T3 para el cual se obtuvieron los

menores valores de productividad.
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Figura 3.2: Detalle a nivel micro (10X) del crecimiento de T. asperellum Th204 sobre el
soporte espuma de poliuretano

(C) Detalle dimensiones del poro en EP (D) Detalle longitud paredes de EP

Utilizando un microscopio AXIO Lab. Al de campo oscuro se determinaron las
dimensiones del poro pentagonal de la espuma. De esta forma la espuma de poliuretano
evaluada se podria considerar como un panal de polimero con paredes entre 140 y 300
um de grosor y perimetros entre 4000 y 5100 um (Figura 3.2 C-D), estando clasificados
estos poros como tanto capilares (menor a 200 um) como de ventilacion (mayores a 200
pm) segun los descrito por Chen (2013). La presencia de poros de ventilacion podria
haber favorecido la elongacion de las hifas de T. asperellum Th204 al interior de la
particula de espuma, en zonas con oxigeno disuelto permitiendo la asimilacién de parte
de los nutrimentos absorbidos.
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En contraste a lo observado con la espuma de poliuretano en cuanto a la absorcion de
los nutrimentos, en la cascarilla de arroz la mayor cantidad de agua con los nutrimentos
suspendidos y disueltos se encontraria en la superficie de la particula de cascarilla, ya
gue a pesar de que se ha reportado que el 54% de la cascarilla como particula es
porosa, estos poros se encuentran cerrados a bajas temperaturas para las fuerzas
capilares (Kaupp, 1987) y se podria clasificar como poros inactivos segun lo descrito por
Chen (2013). Es asi como, en la figura 3.3 se observa el crecimiento de Th204 a nivel
micro sobre la cascarilla de arroz, en donde se puede distinguir la naturaleza rigida de la
cascarilla recubierta con una gruesa cuticula, con un exterior compuesto por elementos
rectangulares y dentados (aprox. 200 um), que segun Bronzeoak (2003) y Jauberthie et
al (2000) estan compuestos principalmente de silice.

De esta forma se podria inferir que el crecimiento de T. asperellum Th204 fue
predominantemente sobre la superficie de la cascarilla como particula con una baja
presencia de elongacion de las hifas del hongo al interior, causadas posiblemente por las
condiciones de hipoxia dentro de las particula ya que generalmente el oxigeno presenta
bajas concentraciones en soportes soélidos en profundidades mayores a 100 micras
(Chen, 2013).

Figura 3.3: Detalle a nivel micro (10X) del crecimiento de T. asperellum Th204 sobre el
soporte cascarilla de arroz

e Efecto del caudal de aire
Por otro lado, el caudal de aire entrante en los fermentadores de lecho empacado ha sido

encontrado anteriormente como determinante en el proceso fermentativo SSF, estando
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directamente relacionado con las velocidades de transferencia (agua, oxigeno, diéxido de
carbono) y calor por conveccién y evaporacion (Mitchell et al, 2006; Durand, 2003;
Gowthaman et al, 1993).

e Efecto delarelacién C/N

El efecto de la relacibn C/N en los procesos SSF ha sido levemente estudiado en
comparacion a los procesos SmF, sin embargo se sabe que la relacion C/N es un factor
determinante en el desarrollo y esporulaciéon del hongo durante la fermentacion (Elson et
al, 1998), es asi como Gao y Liu (2009) para el caso de Trichoderma viride TV-1
formularon un amplio intervalo de crecimiento para relaciones C/N y sugirieron que el
crecimiento de la cepa de Trichoderma se ve mas afectada por la relacién C/N que por
las concentraciones de C y N independientes. De esta forma varios estudios se han
centrado en la optimizacion de la relacion C/N en procesos SSF (Santos et al, 2012; Shi
et al, 2009).

o Efecto delaalturadel lecho y relacion de inoculacion

Por otra parte, para los factores altura del lecho y la relaciéon de inoculacion el diagrama
de Pareto determin6 un efecto negativo sobre la productividad de Th204, aunque estos
efectos no fueron estadisticamente significativos (Figura 3.1, Anexo B). La altura de lecho
se ha descrito como determinante sobre los fenébmenos de transferencia de calor
principalmente en el retiro del calor metabdlico y la generacion de gradientes de
temperatura. Es asi como varios autores han determinado en los fermentadores de lecho
empacado que a mayor altura de lecho el incremento en la temperatura a la salida del
fermentador disminuye el comportamiento favorable del biorreactor (Fanaei y Vaziri,
2008).

En cuanto a la relacion de inoculacién, los resultados sugirieron que una relacion mas
cercana a 1,0x10" que a 1,0x10° conidios/g seco seria méas favorable para el crecimiento
del hongo, siendo consistente con los reportado por Raimbault (1980) y citado por
Roussos y Gaime (1996) quien determiné para una cepa de Trichoderma harzianum un

tasa de inoculacién 6ptima de 2,0 x10’ conidios/g seco en un proceso SSF.



46 Desarrollo de un proceso de fermentacion solida para el hongo Trichoderma
asperellum Th204 en un fermentador de lecho fijo

3.1.1 Productividad

La mayores productividades para el crecimiento de T. asperellum Th204 se obtuvieron
con los tratamientos de espuma T2 y T1 con valores de 2,57x10° y 1,96x10’
respectivamente, siendo considerablemente superiores al valor encontrado con el

sustrato control de 8,87x10° conidios/g.s.h (Tabla 3.1).

Figura 3.4: Detalle del crecimiento de T. asperellum Th204 en el soporte espuma de
poliuretano (Fotografias tomadas al nivel superior del fermentador)

| (T5)

En la figura 3.4 se muestra el crecimiento de T. asperellum Th204 en los tratamientos
con espuma de poliuretano, en donde se evidencian los mejores resultados para T1y T2,
con productividades mayores a 1,0x10’ conidios/g.s.h. Para estas fermentaciones, se
observa el crecimiento uniforme de T. asperellum Th204 en todo el soporte con un
caracteristico color verde que indica la esporulacién del hongo. Por otro lado, se observa
para T3 y T5 un crecimiento parcial y heterogéneo del hongo, encontrandose para el

tratamiento T3 la menor productividad con un valor de 9,38x10° conidios/g.s.h.

Para el caso del soporte inerte natural cascarilla de arroz, las productividades fueron
cercanas entre si, con valores desde 1,61x10° conidios/g.s.h (T4) al mayor valor para el
tratamiento T7 con 2,83 x10° conidios/g.s.h. Sin embargo, en todos los casos se observo
gue la colonizacién no fue completa en toda la matriz (Tabla 3.1; Figura 3.5).
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Figura 3.5: Detalle del crecimiento de T. asperellum Th204 en el soporte Cascarilla de
arroz (Fotografias tomadas al primer nivel del fermentador)
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3.1.2 Contenido de humedad en el lecho

Las humedades iniciales de los soportes espuma de poliuretano y cascarilla de arroz
antes de los procesos de fermentacién se determinaron en promedio en 97,5% y 76,9%
respectivamente. Al finalizar el dia 7 de fermentacion el contenido final de humedad de
los soportes se determind para cada nivel. Los resultados evidenciaron que se
presentaron pérdidas en el contenido de humedad en ambos soportes en las condiciones

evaluadas, siendo mayores con el soporte cascarilla de arroz.

La mayor pérdida de humedad entre los tratamientos de espuma de poliuretano se
determiné en 10,23% para el tratamiento T2, mientras que para la cascarilla de arroz la
mayor pérdida de humedad fue de 32,1% para el caso del tratamiento T7 (Figura 3.6 y
3.7). A pesar de que muchos factores cambiaron entre tratamientos, se podria inferir que
una combinacion de flujo de aire en el nivel superior (1,13 m°nh), un contenido de
humedad del aire inferior (15%) y una temperatura de 28°C, favorecerian la capacidad de
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del aire para arrastrar el agua presente en el lecho, fendbmeno que se observé en los

tratamientos T2y T7.

Figura 3.6: Contenido final de humedad de la espuma de poliuretano en las corridas del
disefio (1/16)
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El andlisis estadistico permiti6 encontrar que para todos los tratamientos en espuma de
poliuretano (T1, T2, T3, T5 y C2) existié una diferencia significativa en comparacion con
la humedad inicial (T1:P=0,0001; T2:P=0,0035; T3:P=0,0036; T5:P=0,0036 vy
C2:P=0.0205 a=0,05), mientras que no existieron diferencias entre los contenidos de
humedad del sustrato entre niveles (T1:P=0,199; T2:P=0,0698; T3:P=0,1087;
T5:P=0,1027; C2:P=0.0821; 0=0,05) (Figura 3.6).

En contraste a lo encontrado en los tratamientos con espuma, para los tratamientos
llevados a cabo en cascarilla de arroz se encontraron diferencias significativas en los
contenidos de humedad entre niveles, asi como con entre éstos y el contenido de
humedad inicial. Es asi como tanto para T4, T7 y Cl se determinaron diferencias
significativas entre niveles (T4:P=0,0152; T7:P=0,0328; C1:P=0.0398: 0=0,05)
observandose diferencias superiores al 20% entre el nivel 1 (superior) y el nivel 4

(inferior).
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Por otro lado, para los tratamientos T6, y T8 no se encontraron diferencias significativas
entre niveles para el contenido de humedad final del sustrato (T6: P=0,0556; T8:
P=0,1457; a=0,05) ( Figura 3.7).

Aunque entre los tratamientos T6 y T8 variaron otros factores, se podria inferir que el
flujo de aire entrante relativamente pequefio de 0,42 m®h podria haber influido en la
homogeneidad encontrada en el contenido de humedad final del sustrato, en contraste
con los tratamientos T4 y T7 para los cuales el flujo de aire fue superior con 1,13 m%h
(Tabla 3.1).

Figura 3.7: Contenido final de humedad de la cascarilla de arroz en las corridas del
disefio (1/16)

100,00% A
90,00% -
80,00% -
£ 70,00% - &S N
k] W §s“‘§ {( $§§§ NEN NS
T 6000% 1 | N \\§§ ) N §%§ 1 %Q% 3 =
g \\U \\ X AN o ~§\ N N = O Humedad Inicial
s , :3: - §§ R §§ = §§ o2 §§ :3{; N ,
= 50,00% _:_ 3 §§ IS %% 2 §§ 24 §§ = Nivel 1 (Superior)
E TN | N N\&= NS N Nivel 2
B 40,00% :_; N \\ 08 N %\ N §\ I
: N NN | N NV | NN :
g | -:- NN §§ e §§ - §§ o %\ B S BNivel 3
] N ::: N §§ SN §§ - %\ =N §§ 2N BN ivel 4 (Inferior)
N N | NN NN [ N
20,00% - _'. N \\ e \\ - \\ — 4w \\ — AN
-'- AN \\ — \\ - \§ - \\ —
-:- SN \\ o §§ - %\ — W %\ —
oo | | NN | NN | NN N | NNER
-'- NN \\ =T\ \\ - %\ B N5N \\ B S0
0,00% - ':' v §\ W ‘ §§ = ‘ §\ 5N . §\ I
T4 T6 T7 T8 Ci
Tratamiento

3.1.3 Produccién de CO,

Analizando los perfiles de CO, producidos para los tratamientos llevados a cabo con
espuma de poliuretano se evidencié que se presentaron los mayores picos de produccién
para las fermentaciones T1, T2 y C2 para las cuales se alcanzaron concentraciones
superiores a los 2000 ppm de CO, con valores maximos de 2170, 2780 y 2283 ppm
respectivamente (Figura 3.8). Por otro lado, para los tratamientos T3 y T5 la produccion
de CO, y los rendimientos fueron relativamente bajos con valores maximos de 1260 y

1130 ppm. Adicionalmente, las velocidades méaximas de produccién de CO, fueron de
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15,12, 23,01, 4,22, 6,35y 13,17 mg CO./g soporte.h para los tratamientos T1, T2, T3, T5

y C2 respectivamente.

Los resultados de produccion de CO, y de productividad encontrados permitieron
evidenciar una relacién directa y proporcional, es asi como en los tratamientos con los
mayores valores tanto de concentracion y como de velocidad de producciéon de CO,, T1,
T2 y C2 se encontraron las mayores productividades con 1,96x10’, 2,57x10’ y 7,08x10°

conidios/g.s.h respectivamente (Tabla 3.1).

Figura 3.8: Perfiles de produccién de CO, de T. asperellum Th204 en el soporte espuma
de poliuretano
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Los perfiles de CO, encontrados en las evaluaciones con cascarilla de arroz se
presentan en la figura 3.9, de igual forma a lo encontrado con espuma de poliuretano se
evidencian las mayores concentraciones de CO, en los tratamientos con las mayores
productividades, en este caso T7, T8 y C1 con valores de 2917, 2104 y 1599 ppm
respectivamente. Por otro lado, los tratamientos con bajas productividades (T4: 1,61 x10°
y T6: 9,35x10°) los picos maximos de concentracién de CO, fueron relativamente bajos

con valores de 1530 y 802 ppm.

Las velocidades maximas de produccién de CO, utilizando cascarilla de arroz como
soporte fueron sustancialmente inferiores a las encontradas con el soporte espuma de
poliuretano, con valores de 0,963, 2,21, 0,745, 0,506 y 0,619 mg CO,/g soporte.h para
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los tratamientos T4, T6, T7, T8 y C1 respectivamente. El excesivo valor de produccion de
CO, encontrado en T6 podria radicar en una baja desorcion de CO, desde la matriz
sélida, fendbmeno que se podria haber acentuado con un bajo caudal de aire y una altura

de lecho de 8 cm.
Figura 3.9: Perfiles de produccion de CO, de T. asperellum Th204 en el soporte

Cascarilla de arroz (Disefo Fraccionado 1/16)
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En la figura 3.10 se muestra el perfil de CO, generado durante la fermentacion de T.

asperellum Th204 creciendo en el sustrato control estdndar a base de arroz (E1), en
donde se hace evidente la mayor produccion de CO, durante el tiempo de proceso en
comparacion con los soportes inertes, llegando a un valor maximo de concentracion a la

salida de 9098 ppm a las 75 horas.
En general, los perfiles de produccibn de CO, son similares a otros estudios

desarrollados en fermentadores de lecho fijo, con valores pico en la salida del gas del

fermentador hasta del 4% después de 20 horas de fermentacion de Aspergillus niger
(Saucedo et al, 1989) o los determinados por Lareo et al (2006) quienes encontraron
velocidades de produccién de CO, hasta de 33,4 (mg CO,/ g soporte.h) después de 30

horas en la fermentacién de Mucor bacilliformis sobre espuma de poliuretano.
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Figura 3.10: Perfil de produccion de CO, de T. asperellum Th204 en el soporte natural a
base de arroz
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e Determinacién de la velocidad especifica maxima de crecimiento

Siguiendo el método descrito por Gelmi et al (2000) las velocidades especificas maximas
de crecimiento para T. asperellum Th204 se estimaron utilizando los resultados de
respirometria de CO, (Anexo C). En la Tabla 3.2 se resumen los resultados de las
velocidades especificas de crecimiento para todos los tratamientos llevados a cabo en

los dos soportes y el sustrato control.

A pesar de que varios factores cambiaron entre tratamientos, la mayor velocidad
especifica de crecimiento para T. asperellum Th204 se encontr6 en el tratamiento T2

(0,1631 h™) utilizando espuma de poliuretano.

Tabla 3.2: Velocidades especificas maximas de crecimiento para los tratamientos del
disefio fraccionado (1/16)

Velocidad especifica
Soporte Tratamiento maxima de
crecimiento (Umax h™)
T1 0,0467
Espuma de T2 0,1631
Poliuretano T3 0,0424
T5 0,0453
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C2 0,0781

T4 0,0863

" T6 0,1027

Cascarilla de T7 0.0756
Arroz

T8 0,1282

C1 0,0547

Natural (Arroz) E1l 0,1401

3.1.4 Consumo de O,

En todos los tratamientos utilizando tanto espuma de poliuretano como cascarilla de
arroz, la evolucion del oxigeno consumido se consideré poco variante, puesto que las
determinaciones estuvieron en la gran mayoria de los casos superiores a 20,5%v/v e
inclusive cercanas al 22%v/v, sugiriendo que durante las fermentaciones el oxigeno se
encontré en exceso y no fue una factor limitante. Varios estudios en fermentadores de
lecho fijo han coincidido en que la concentracion de oxigeno a la salida del biorreactor
permanece en valores razonablemente altos, por encima del 18%v/v, incluso a tasas de
flujo de aire bajos (Gowthaman et al, 1993; Mitchell et al, 2006).

Los resultados de consumo de oxigeno en las fermentaciones corroboran los resultados
reportados por (Gowthaman et al, 1993), quienes determinaron para Aspergillus niger
concentraciones de oxigeno a la salida no inferiores a 19,8%v/v, utilizando flujos de aire
entre 0,9 y 1,2 m¥h. Por otro lado, Bajracharya (1980) y mas recientemente Chen en
2013 reportaron que las velocidades de transferencia de oxigeno en los procesos SSF
son relativamente superiores a las encontradas en la mayoria de los procesos SmF, a
causa de una mayor relacién de éarea interfacial por volumen de agua, haciendo mas

efectiva la transferencia gas-liquido.

3.1.5 Perfiles de temperatura en fermentaciones utilizando
espuma de poliuretano

Los perfiles de temperatura encontrados en las fermentaciones con espuma de

poliuretano presentaron un comportamiento periddico cada 24 horas con temperaturas

entre 20 y 37°C, siendo similares a los hallados por Ferndndez y Pérez (2007) utilizando

un modelamiento real de un biorreactor (200 kg) de lecho fijo creciendo Gibberella

fujikuroi en salvado de trigo y almidon. Igualmente, la mayoria de los picos de
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temperatura del lecho se encontraron entre las primeras 30 y 50 horas de fermentacion,
resultados similares a otros perfiles de temperatura del lecho reportados en otros
estudios de fermentacion soélida en lecho empacado (Fanaei y Vaziri, 2008; Chen et al,
2005; Mitchell et al, 1999).

Para el caso de la espuma de poliuretano, los resultados de temperatura promedio
encontrados después de los 7 dias de fermentacion permitieron inferir que la temperatura
se mantuvo cerca de la temperatura de evaluacién. Adicionalmente, los valores de los
gradientes axiales de temperatura promedio estuvieron entre 0,028 y 0,1045 °C/cm, con
un gradiente de temperatura maximo encontrado en el tratamiento T2 de 3,65°C
(0,18°C/cm) (Tabla 3.3).

En cuanto a la fermentacion T3, en donde la productividad fue la mas baja utilizando
espuma de poliuretano como soporte, las temperaturas dentro de los niveles 1, 2 y 3 del
fermentador promediaron los 23,95°C, 23,96°C y 23,1°C respectivamente. Mientras que
la temperatura del aire varié entre un minimo de 19,7°C y un maximo de 28,8°C, con un

comportamiento periédico de 24 horas (Figura 3.11 T3).

Por dltimo, para el tratamiento T5 se encontré el mayor gradiente axial de temperatura
utilizando espuma de poliuretano como soporte, con un valor de 4,45°C (0,22°C/cm) a las
109,6 horas de fermentacion. Resultados similares encontraron Gutiérrez et al (1996)
guienes determinaron para el crecimiento de Aspergillus niger sobre el soporte inerte
Amberlita en un fermentador de lecho fijo gradientes de temperatura axiales de
0,42°C/cm.

Figura 3.11: Perfiles de Temperatura: Tres niveles (1, 2,4); aire de salida para las
fermentaciones en el soporte espuma de poliuretano
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T3 (23°C)
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Tabla 3.3: Temperatura promedio del lecho y gradientes promedio de temperatura
axiales en las fermentaciones con espuma de poliuretano

Tratamiento Nivel Gradiente de T (°C/cm)
1 (Superior)
T1 5 Promedio: 0,077°C/cm
Max. 0,13°C/cm
4 (Inferior)
1 (Superior)
T2 5 Promedio: 0,072°C/cm
Max. 0,18°C/cm
4 (Inferior)
1 (Superior)
T3 5 Promedio: 0,028°C/cm
Max. 0,11°C/cm
4 (Inferior)
1 (Superior)
T5 > Promedio: 0,1045°C/cm
Max. 0,22°C/cm
4 (Inferior)

La figura 3.12 demuestra que para todos los tratamientos independientemente de la

temperatura evaluado (23-28°C serie punteada) los perfiles generales de temperatura del

lecho dentro del fermentador aumentaron desde la parte inferior (Nivel 4) hacia la parte

superior (Nivel 1), adicionalmente, este andlisis sugiere la presencia de un gradiente de

temperatura permanente durante del proceso. Por ultimo, teniendo en cuenta las barras

de error se podria inferir que la temperatura del lecho dentro del fermentador su mantuvo

bajo control en funcién de la temperatura de incubacion deseada (serie punteada) ya que

esta siempre se mantuvo dentro de las tolerancias ( £10).
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Figura 3.12: Perfiles de Temperatura del fermentador PROPHYTA® LO5 para los
tratamientos con espuma de poliuretano (T1, T2, T3y T5)
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3.1.6 Perfiles de temperatura en fermentaciones utilizando
cascarillade arroz

En la figura 3.13 se muestra el comportamiento de las temperaturas del lecho en los
diferentes niveles para los tratamientos con cascarilla de arroz, en donde se observa un
comportamiento similar a lo descrito para el soporte espuma de poliuretano. A pesar de
gue cada tratamiento es distinto en cuanto a los valores de los otros factores, como la
humedad del aire, la relacion de inoculacion, la relacion C/N y el flujo de aire, se puede
inferir que el comportamiento térmico del fermentador en cuanto al lecho tienen la misma

tendencia de calentamiento desde la parte inferior hacia la parte superior.

Para el tratamiento T4 las temperaturas de los niveles promediaron 24,83°C, 24,23°C y
23,07°C para los niveles 1, 2 y 4 respectivamente, con el mayor gradiente de temperatura
de 4,6°C (0,23 °C/cm) después de 50 horas de fermentacion con una temperatura del

aire de salida promedio de 23,7 + 2,05°C. Para el tratamiento T6 se encontraron los
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menores gradientes axiales de temperatura promedio (0,005 °C/cm) y maximo

(0,018°C/cm) indicando una relativa homogeneidad en esta variable (Tabla 3.4).

Resultados similares con otro soporte natural inerte fueron encontrados por Chen et al
(2005), quienes utilizando salvado de trigo para la fermentacion de Penicillium decumbes
determinaron un gradiente maximo de temperatura de 0,12°C/cm en un lecho de 9 cm.
En otro estudio, Fanaei y Vaziri (2008) determinaron por modelamiento gradientes
axiales de temperatura superiores a 0,29°C/cm en un fermentador de lecho de 17 cm de

altura teniendo como modelo el crecimiento de Aspergillus niger.

Figura 3.13: Perfiles de Temperatura del aire de salida para las fermentaciones en el
soporte Cascarilla de arroz
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Tabla 3.4: Temperatura promedio del lecho y gradientes promedio de temperatura en las
fermentaciones con cascarilla de arroz

Tratamiento Nivel Gradiente de T (°C/cm)

1 (Superior)

Promedio: 0,087°C/cm

4 2 Max. 0,23°C/cm
4 (Inferior)
1 (Superior) _
T6 5 Promedio: 0,005°C/cm

Max. 0,018°C/cm

4 (Inferior)
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1 (Superior)
T 5 Promedio: 0,14°C/cm
Max. 0,18°C/cm
4 (Inferior)
1 (Superior)
T8 5 Promedio: 0,13°C/cm
Max. 0,19°C/cm
4 (Inferior)

En la figura 3.14 se puede destacar el tratamiento T6 donde la temperatura promedio del
lecho se mantuvo muy cercana a la del control, caso contrario a lo encontrado en los
tratamientos T7 y T8, donde para el nivel 4 la temperatura promedio del lecho se
encontré6 por fuera de las tolerancias (Barras de error +10) indicando que esta
combinacion de factores tendria un efecto negativo sobre las velocidades de
transferencia de calor entre el bafio termostatico y el lecho del fermentador, posiblemente
por el significativo gradiente en el contenido de humedad del sustrato encontrado en este

tratamiento (Figura 3.7).

En general, los gradientes axiales de temperatura son imposibles de evitar en los
fermentadores de lecho fijo debido a la utilizacion de la refrigeracién por conveccion
utilizando el flujo unidireccional del aire (Aslhey et al, 1999). De hecho, estos gradientes
de temperatura pueden ser considerados como de pseudo-estado estacionario ya que
dependen de la tasa de crecimiento del microorganismo y pueden cambiar relativamente
de forma lenta durante la fermentacion (Weber et al, 1999). Por otro lado, la velocidad
superficial del aire es una variable clave para la operacion en un fermentador de lecho
fijo, ya que permite una disminucién en la diferencia de temperaturas entre la entrada y la
salida (Mitchell et al, 1999). Fenébmeno que se observd en los tratamientos T6 con una
combinaciéon de flujo de aire bajo y saturado del mismo impidiendo una alta tasa de
evaporacion del agua del soporte en especial en el nivel 4 (inferior) del fermentador
(Figura 3.14 T6).
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Figura 3.14: Perfiles de Temperatura del fermentador PROPHYTA® LO5 para los
tratamientos con Cascarilla de arroz (T4, T6, T7 y T8)
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3.1.7 Caida de presién en el lecho

T7

T8

En la tabla 3.5 se observa que en general los valores de caida de presion encontrados

fueron mayores al utilizar cascarilla de arroz como soporte, llegando a tener un valor

maximo de 13,77 mmHg (T6), mientras que para la espuma de poliuretano el maximo

valor registrado fue de 4,69 mmHg (T1). A pesar de que entre los tratamientos otros

factores como las relaciones de inoculacion y C/N fueron diferentes se podria inferir

sobre la existencia de una correlacion entre el flujo de aire alimentado y las pequefias

caidas de presion. Es el caso de los tratamientos T3 (espuma) y T8 (cascarilla) para los

cuales se encontraron caidas de presion relativamente pequefias inferiores a 2 mmHg,

teniendo como factor comun la alimentacion de un flujo de aire bajo y seco (0,42 m®/h).
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Tabla 3.5: Caidas de presion (AP) promedio y maxima encontradas en las
fermentaciones del disefio fraccionado 1/16

Tratamiento AP promedio AP méximo
(mmHg) (mmHg)
T 1,86 + 0,94 4,69
T2 2,36 £ 0,25 258
T3 1,19 + 0,40 2.01
T4 3,96 + 0,48 521
T5 3,41+ 0,29 3,47
T6 11,47 £ 2,07 13.77
T7 5,93+ 0,78 711
T8 1,20+ 0,34 2,10
Cl 3,58 +0,18 3,89
C2 2,34+0,12 254
El 12,91 + 5,53 15,92

Con el proposito de comparar el comportamiento de la caida de presién entre los
soportes y el sustrato control (E1) se decidié escoger los tratamientos con condiciones
similares como fueron la misma altura del lecho y el caudal de aire (presion de aire
entrante). Es asi como se escogieron los tratamientos T2 y T4 por presentar una altura
de lecho de 5 cm y un caudal de aire saturado de 1,13 m*/h, equivalentes a una presion
de entrada de 24,2 mbar (Linea superior) (Figura 3.15).

Los perfiles de caida de presién son sustancialmente diferentes en especial el del
soporte natural en comparacion con los soportes inertes. La caida de presién utilizando el
sustrato natural (E1) alcanzo valores hasta de 15,92 mmHg o 21,17 mbar (1,05 mbar/cm)
a las 128,4 horas de fermentacion. Este resultado permitié inferir que con el sustrato
natural estandar se podria llegar a perder hasta el 87,5% de la presion del aire de
entrada al finalizar la fermentacion. Estos valores son excesivamente altos, teniendo un

riesgo alto de taponamiento total generando una aireacién nula en los niveles superiores.

Por otro lado, con el soporte natural cascarilla de arroz (T4) la maxima caida de presién
registrada fue de 5,21 mmHg equivalentes a 6,94 mbar (0,347 mbar/cm) a las 145,3
horas de proceso, siendo ésta caida de presion el 28,2% de la presion del aire de
entrada. Este valor es cercano al reportado por Srinives et al (2010), quienes utilizando
un lecho de cascarilla de arroz de 0,5 metros encontraron caidas de presién hasta de
8,04 mbar.
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Por dltimo, utilizando la espuma de poliuretano (T2) el perfil de caida de presion se
comportd linealmente con una pequefia pendiente, siendo el valor maximo registrado de
2,58 mmHg (3,44 mbar, 0,172 mbar/cm) a las 92,8 horas de fermentacion, equivalentes
al 13% de la presion de aire entrante (Figura 3.15). Karimi et al (2014) reportaron perfiles
de caida de presién muy similares para la fermentacién de A. niger en salvado, con los
maéaximos valores finalizando el proceso, utilizando biorreactores de 2,5 cm de didmetro y
20 cm de altura registraron una maxima caida de presion de 80 mbar (4 mbar/cm). Chen
(2013) reporté estudios con caidas de presion en resinas macroporosas de 0,637
mbar/cm en fermentadores de 6,5 cm de altura y 2 cm de diametro, y hasta de 2,18

mbar/cm en el mismo fermentador utilizando bagazo de cafia.

Los perfiles de caida de presion sugieren que utilizando el sustrato natural la altura
maxima permitida del lecho en las condiciones evaluadas (velocidad superficial de aire
0,005 m/s) no superaria los 0,5 m, con alturas superiores existiria un alto riesgo de nula
aireacion en la parte superior del biorreactor, fenomeno descrito por Mitchell et al (1999)
quienes determinaron una relacion directa entre la altura critica del lecho y la velocidad
superficial del aire. Para el caso de los soportes inertes, la altura critica del lecho seria
significativamente superior a la del sustrato estandar, de esta forma para estos casos la
altura critica dependeria de los gradientes de humedad y de temperatura permitidos para

el proceso.

Con la utilizacién de soportes inertes como la cascarilla de arroz o la espuma de
poliuretano se reducirian los problemas ocasionados por la caida de presion, como la
reduccion del flujo de aire, la poca trasferencia de masa (O, y CO,) en la parte superior
del lecho y el desfavorable fenémeno de canalizacion (Mitchell et al, 2006; Mitchell et al,
2000; Karimi et al, 2014). Es conocido que la caida de presion se ha convertido en uno
de los mas importantes parametros en los fermentadores de lecho empacado, siendo
creciente su importancia con la escala de trabajo a nivel técnico y econdmico
(Khanahmadi et al. 2006), de esta forma para la seleccion del medio de cultivo la
evolucion de la caida de presion de aire a través de lecho debera ser considerada. Las
menores caidas de presidn encontradas en las fermentaciones utilizando espuma de
poliuretano sugieren a este material como promisorio para operar en mayores escalas en

fermentadores de lecho empacado con elevadas alturas.
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Figura 3.15: Caida de presion del aire a través del sustrato natural estdndar y los
soportes inertes cascarilla de arroz y espuma de poliuretano

24

22

~
=]
s

e

K‘t
£

=+ = Estandar Natural

-
~

Cascarilla de arroz

s Espuma de Poliuretano

Limite (Presion entrada de aire)

Caida de Presion (mbar)
[
'S

[
=) o

6 fw MM

H " P ey O PO R P
b crmsy Pinssiigasmnrovmmzod £ d

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Tiempo (Horas)

Teniendo en cuanta los resultados encontrados con el disefio fraccionado 1/16 se
seleccion6 a la espuma de poliuretano como el mejor soporte para el crecimiento y
produccion de conidios de T. asperellum Th204. Con la espuma de poliuretano se
obtuvieron las mayores productividades de Th204 en conidios, con los menores
gradientes de humedad, temperatura del lecho controlable y las menores caidas de
presion en comparacion con el soporte cascarilla de arroz y el sustrato estandar a base
de arroz. Adicionalmente, con una mayor relacion de conidios producidos por peso seco
de soporte, con la espuma de poliuretano se necesitaria un menor peso en comparacion
a la cascarilla de arroz para una determinada cantidad de conidios de T. asperellum

Th204, ventaja que a nivel logistico podria ser muy importante.

Finalmente, se determind para este espacio experimental los factores relacién C/N y el
caudal de aire como los dos factores a optimizar para maximizar la produccién de
conidios de Th204. De esta forma, para la optimizacion de los factores criticos, los
factores cuyos efectos fijos no fueron significativos se mantuvieron en los valores para
los cuales favorecieron la productividad de Th204. Es asi como los factores con efectos
positivos sobre la productividad como la temperatura y el contenido de humedad del aire
se mantuvieron para las fermentaciones de optimizacion en 28°C y 95%
respectivamente. Por otro lado, para los factores con efecto negativo sobre la

productividad, sus valores se mantuvieron en los niveles inferiores anteriormente
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evaluados, de esta forma la altura de lecho se mantuvo en 5 cm y la relacién de

inoculacion en 1,0x10’ conidios/ g seco de soporte.

3.2 Generacion de un modelo de respuesta de la
concentracion final de T. asperellum Th204 en
funcion de los factores criticos

Una vez seleccionado la espuma de poliuretano como el mejor soporte para la
produccion de T. asperellum Th204, se plante6 la optimizacién de la productividad en
funcién de los factores criticos determinados anteriormente (relacion C/N y el caudal de
aire), generando un modelo de superficie de respuesta utilizando un disefio central
compuesto con 11 tratamientos incluyendo tres repeticiones en el punto central. Se
evaluaron 5 niveles de la relacion C/N: (9,2, 10,5 13,6 (punto central), 16,8 y 18,1) y 5
niveles para el caudal de aire (0,33, 0,56, 1,13 (punto central), 1,70 y 1,93 m%h) (Tabla
3.6).

Igualmente al disefio experimental fraccionado (numeral 3,1), las variables respuesta
fueron el logaritmo de la productividad de conidios de Th204 (conidios/g.s.h), la velocidad
especifica méxima de crecimiento (Gelmi et al, 2000), el contenido de humedad final del
soporte (gradiente de humedad relativo), la temperatura entre niveles (gradiente de
temperatura axial promedio) y la caida de presion (caida de presion relativo) a través del

lecho del sustrato.

Para todos los tratamientos se mantuvieron las siguientes condiciones: temperatura de
incubacién 28°C, altura de lecho 5 cm y una relacién de inoculacién de 1,0x10° conidios/

g soporte.

3.2.1 Influencia de los factores criticos sobre la productividad de
T. asperellum Th204

En la tabla 3.6 se evidencia que la mayor productividad (3,89x10’ conidios/g.s.h) se

alcanzé en el tratamiento 8 con la mayor relacion C/N (18,1) y el nivel central del caudal

de aire 1,13 m%h. Mientras que la menor productividad se encontré en el tratamiento 11

con un valor de 6,17x10" conidios/g.s.h al trabajar con un caudal de aire de 1,70 m*/h y

una relacion C/N de 10,5.
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Los resultados del disefio de optimizacion fueron en promedio superiores a los
encontrados con el disefio fraccionado, demostrando que las condiciones de trabajo en

estas fermentaciones realizadas fueron en general mas favorables.

Tabla 3.6: Productividad de T. asperellum Th204 en la fermentacion soélida en el
fermentador PROPHYTA® LO5 (Disefio Central Compuesto).

Caudal de aire saturado ..
Tratamiento | C/N entrante PI’O-dl‘JCtIVIdad Log (Productividad)
(m/h) (conidios /g.s.h)
1 13,6 1,13 1,20X107 7,08
2 16,8 0,56 2,24X107 7,35
3 9,20 1,13 1,17x10’ 7,07
4 16,8 1,70 1,58X107 7,20
5 13,6 1,13 1,55X107 7,19
6 13,6 0,33 1,86X107 7,27
7 10,5 0,56 8,91X106 6,95
8 13,6 1,13 3,89X107 7,59
9 13,6 1,93 7,08X106 6,85
10 18,1 1,13 3,16x10 7,50
11 10,5 1,70 6,17X106 6,79

En cuanto a la ecuacion ajustada del modelo, se encontré una relacién de segundo nivel
con un ajuste de regresion superior a 0,72. De esta forma se puede inferir que cerca del
72% de la variabilidad del sistema en cuanto a la productividad de conidios de Th204 se
podria predecir con la evaluacion de los dos factores criticos, la relacion C/N y el caudal
de aire de entrada (m®h). Resultados similares en cuanto al ajuste del modelo para este
tipo de disefios en procesos de fermentacion sélida en lecho fijo fueron encontrados por
Cavalcanti et al (2005) quienes en estudios para la optimizacion de la produccion de
lipasa por Penicillium simplicissimum con la temperatura y el flujo de aire como variables

reportaron un ajuste del 72%.

El ajuste del modelo central compuesto es sustancialmente inferior al primer modelo
generado con el disefio fraccionado, en el cual su ajuste fue superior al 97% (numeral
3.1). No obstante, el primer modelo era mas restrictivo en cuanto a los factores criticos
caudal de aire y relacion C/N, con caudales de aire entre 0,425 y 1,13 m%h y relaciones
C/N entre 6 y 8. Por otro lado, para el segundo modelo la productividad se podria
modelar en un espacio experimental mas grande con un menor ajuste, con valores de

caudal de aire entre 0,33y 1,93 m3/h y relaciones C/N entre 9,2y 18,1.
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La ecuacion de ajuste del disefio central compuesto se presenta a continuacion:

Log (Productividad) = 5,72813 + 0,757741*Caudal aire + 0,125764*C/N - 0,43105*Caudal aire*2 +
0,00140097*Caudal aire*C/N - 0,00260352*C/N"2
R? = 72.09 porciento

El diagrama de Pareto de la figura 3.16 evidencia que para el disefio de optimizacion el
factor C/N tiene una incidencia significativa sobre la variable respuesta (productividad)
(P=0,0045). Por otro lado, en el espacio experimental evaluado, el factor caudal de aire
tiene un efecto negativo, sin embargo este no es significativo sobre la variable respuesta
(Anexo B).

En la figura 3.16 se muestra la superficie de respuesta generada, en donde se evidencia
el efecto entre los dos factores criticos, sobre la productividad de Th204. Se puede
observar que la produccién de conidios de T. asperellum Th204 se favorece con
caudales de aire entre 0,8 y 1,4 m’h y con relaciones C/N superiores a 16.
Adicionalmente, los resultados permiten predecir que se obtendrian bajas
productividades con las combinaciones de relaciones C/N bajas (inferiores a 8) con
caudales de aire tanto altos (superiores a 1,8 m®h) como bajos (inferiores a 0,3 m*/h).
Utilizando el software STATGRAPHICS Centurion XVL.II se encontré un 6ptimo de Log
productividad de 7,50 equivalente a 3,16x10" conidios/g.s.h utilizando la

combinacién de flujo de aire de 0,90 m3/h y unarelacion C/N de 18,1.

Figura 3.16: Diagrama de Pareto y superficie de respuesta para la variable Log
productividad, para los 2 factores criticos (relaciéon C/N y caudal de aire)
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En cuanto a la relacién C/N, resultados similares fueron encontrados por Santos et al
(2012) quienes estudiaron el efecto de la relacién C/N y el contenido de humedad sobre
la fermentacién sdélida de T. asperellum T8a con cascaras de mango y espuma de
poliuretano como matrices solidas. Es este estudio se determiné una relaciéon optima de
CIN de 26, alcanzando concentraciones maximas en ambos casos de 7,6x10° conidios/g

equivalentes a 3,97x10’ conidios/g.s.h.

Segun los estudios de Gao y Liu (2009) con diferentes géneros de hongos, el valor
Optimo de la relacion C/N para la esporulacion es diferente al valor éptimo para el
crecimiento micelial, siendo estos dependientes de la especie y el aislamiento. Para el
caso de Trichoderma viride TV-1 formularon un amplio intervalo de crecimiento para
relaciones C/N entre 10 y 40 encontrando el 6ptimo en una relacion C/N de 10, no
obstante sugirieron que el crecimiento de la cepa de Trichoderma se ve mas afectada por
la relacion C/N que por las concentraciones de C y N independientes. De esta forma se
puede inferir que mayores relaciones C/N utilizando concentraciones altas de carbono no
tendrian mayor efecto en la producciéon de conidios de Th204, pero si en los costos

asociados para preparar el medio de cultivo.

Para el caudal de aire de entrada el efecto deletéreo en valores superiores a 1,8 m3/h se
podria deber a los dafios causados por el estrés de cizallamiento en el hongo y
principalmente a la reducciébn del contenido de humedad de la matriz sélida,

disminuyendo la a, e impidiendo el crecimiento del hongo, fendbmeno que ha sido
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descrito en fermentadores de lecho fijo por otros autores (Lonsane et al, 1985; Lu et al,
1997).

3.2.2 Influencia de los factores criticos sobre el gradiente de
humedad del lecho
Para el gradiente de humedad del lecho se encontraron valores desde 1,1% (T2) hasta
90,7% (T9) (Tabla 3.7). El factor critico caudal de aire result6 tener un efecto significativo
y positivo sobre esta variable (P=0,00001), contrario a lo encontrado con la relacion C/N
donde su efecto fue negativo y no significativo (P=0,1927) (Figura 3.17). Este resultado
coincide con lo expresado por Mitchell et al (2006) quienes concluyen que el aire que
atraviesa el lecho en los fermentadores PBB sumado a la presencia de gradientes de
temperatura axiales favorecen el arrastre de la humedad de abajo hacia arriba, inclusive
cuando éste se alimenta saturado. Este fendmeno se acentlia con mayores caudales de
aire como se evidencia en la figura 3.17 donde con caudales superiores a 1,6 m*h se
podrian ocasionar gradientes de humedad superiores al 60% en el lecho de espuma.
Este fenémeno fue evidenciado en el tratamiento 9 (flujo de aire 1,93 m%h) donde el
gradiente de humedad fue superior al 90%. Por otro lado, con caudales de aire entre 0,4
y 1 m%h los gradientes de humedad al finalizar la fermentacién de Th204 serian

inferiores al 5% (Figura 3.17).

Tabla 3.7: Gradiente de humedad del lecho de los tratamientos del disefio central
compuesto

Caudal de aire Gradiente H
Tratamiento C/N entrante

(m/h) (%)

13,7 1,13 8,6

2 16,8 0,56 1,1
3 9,20 1,13 14,8
4 16,8 1,70 51,1
5 13,7 1,13 7,2
6 13,7 0,33 2,5
7 10,5 0,56 5,2
8 13,7 1,13 8,9
9 13,7 1,93 90,7
10 18,1 1,13 13,8
11 10,5 1,70 61,1
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Figura 3.17: Diagrama de Pareto y superficie de respuesta para la variable gradiente de
humedad, para los 2 factores criticos (relacion C/N y caudal de aire)
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Gowthaman et al (1993); Ghildyal et al (1994) reportaron resultados similares para el
gradiente de humedad en el lecho, en la fermentacion de A. niger en salvado de trigo
para lechos de 28 cm, con pérdidas del contenido de humedad entre el 20% y el 60%

para caudales de aire desde 0,9 hasta 1,5 m%h respectivamente.
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3.2.3 Influencia de los factores criticos sobre el gradiente de
temperatura axial promedio

Para el gradiente de temperatura axial se encontraron valores desde -1,13°C (T6) hasta
5,6°C (T4 y T11) (Tabla 3.8). Con el andlisis de Pareto se determiné para el factor caudal
de aire entrante un efecto significativo sobre la variable gradiente de temperatura
(P=0,0030) y un efecto negativo pero no significativo del factor relacion C/N (P=0,6321)
(Figura 4.18: Anexo B). Estos resultados se pueden relacionar con la tasa de
evaporacion de humedad, la cual es directamente proporcional al caudal de aire
alimentado. Con mayores caudales de aire el contenido de humedad del nivel 4 cae
rapidamente mientras que el calor latente retirado es acumulado en la parte superior,
generando una diferencia de temperatura que puede ser hasta de 8,8°C (0,44°C/cm).
Diversos autores han descrito este fendmeno utilizando sustratos naturales con
gradientes de temperatura de 2,50°C/cm (Raimbault, 1980); 4,50°C/cm (Saucedo et al,
1990; Gonzalez et al, 1990) y hasta 30°C/cm (Rathbun y Schuler, 1983). De esta forma,
los gradientes encontrados en este estudio utilizando espuma de poliuretano se
consideran relativamente pequefios, sugiriendo que la naturaleza de la capacidad de
absorcion de agua de la espuma podria minimizar el retiro excesivo de humedad lo que

disminuiria la magnitud de los gradientes de temperatura axial.

En la figura 3.18 se puede evidenciar que el gradiente de temperatura axial promedio se
favoreceria con caudales de aire desde 1,2 a 2 m*/h, siendo independiente de la relacién
C/N. Para minimizar la probabilidad de gradientes de temperatura altos (inferiores a 3°C),

el modelo sugiere trabajar con flujos de aire menores a 0,8 m%h.

Tabla 3.8: Gradiente de temperatura promedio de los tratamientos del disefio central
compuesto

Caudal de aire )
. Gradiente T
Tratamiento C/N entrante romedio (°C)
(m’/h) P
1 13,7 1,13 4,1
2 16,8 0,56 2,3
3 9,20 1,13 4,0
4 16,8 1,70 5,6
5 13,7 1,13 4,2
6 13,7 0,33 -1,3
7 10,5 0,56 3,2
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8 13,7 1,13 3,9
9 13,7 1,93 5,4
10 18,1 1,13 3,6
11 10,5 1,70 5,6

Figura 3.18: Diagrama de Pareto y superficie de respuesta para la variable gradiente de
temperatura axial promedio, para los 2 factores criticos (relacion C/N y caudal de aire)
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Resultados similares para el gradiente de temperatura axial fueron reportados por
Ghildyal et al (1994) y descritos por Mitchell et al (2006), quienes en estudios de
fermentacion sélida de A. niger en salvado de trigo determinaron gradientes de 3 a 10°C
para alturas de lecho entre 8,4 y 24 cm utilizando flujos de aire desde 0,54 hasta 1,44

m3/h respectivamente.

3.2.4 Influencia de los factores criticos sobre el gradiente de
concentracion relativo

Los valores de gradientes de concentracion relativos al nivel 1 se encontraron desde 1,7

(T6) hasta el 100% (T4, T9, T11l) (Tabla 3.9). Mayores gradientes de concentracion

relativos indicarian una mayor heterogeneidad en el crecimiento del hongo entre los

niveles del fermentador, mientras que menores valores indicarian un crecimiento

homogéneo.

El diagrama de Pareto de la figura 3.19 muestra que el factor caudal de aire tiene un
efecto positivo y significativo (P=0,0017) sobre el gradiente de concentracion, mientras
qgue el factor C/N tuvo un efecto negativo pero no significativo sobre esta variable
(P=0,5976) (Anexo B).

En la figura 3.19 el andlisis por superfice de respuesta determina que altos caudales de
aire (superiores a 1,6 m*/h) ocasionarian gradientes de concentracion en relacién al nivel
1 de hasta el 100%, este fendmeno se observo principalmente en el tratamiento 9, donde
con un fluijo de aire de 1,93 m*h el crecimiento por parte de Th204 en el nivel 4 fue
practicamente nulo. Para obtener una mayor homogeneidad en el crecimiento de Th204
entre los niveles del fermentador con un gradiente menor al 10%, los resultados permiten

sugerir caudales de aire entre 0,3y 1 m*/h.

Los gradientes de concentracion han sido descritos por Chen (2013) y Mitchell et al
(2006), como problemas a resolver en los fermentadores de lecho fijo, atribuyendo su
presencia a fenébmenos de gradientes de humedad, y temperatura que desfavoren el

desarrollo efectivo del microorganismo. .
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Tabla 3.9: Gradiente de concentracion relativo (%) de los tratamientos del disefio central

compuesto
Caudal de Gradiente de
Tratamiento | C/N | aire entrante Concentracion
(m’/h) (%)
1 13,7 1,13 15,6
2 16,8 0,56 3,5
3 9,20 1,13 12,5
4 16,8 1,70 100
5 13,7 1,13 7,2
6 13,7 0,33 1,7
7 10,5 0,56 22,1
8 13,7 1,13 5,3
9 13,7 1,93 100
10 18,1 1,13 5,3
11 10,5 1,70 100

Figura 3.19: Diagrama de Pareto y superficie de respuesta para la variable gradiente de
concentracion relativa, para los 2 factores criticos (relacion C/N y caudal de aire)
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3.2.5 Influencia de los factores criticos sobre la caida de presion
relativa

Para la caida de presion relativa se encontraron valores desde 22,8% (T4) hasta 72,5%
(T6) (Tabla 3.10). Se determiné para el factor caudal de aire entrante un efecto negativo
y significativo sobre esta variable (P=0,0019) y un efecto positivo pero no significativo del
factor relacion C/N (P=0,058) (Figura 3.20: Anexo B). En la figura 3.20, el analisis de
superficie de respuesta muestra que las caidas de presion pueden llegar a ser hasta del
100% con caudales de aire bajos (menores a 0,4 m*/h) y relaciones C/N superiores a 14.
Este comportamiento podria radicar en que con flujos de aire pequefios durante la fase
de crecimiento exponencial de Th204 (favorecido por C/N altas), no se tendria la
suficiente presion de entrada de aire para vencer la resistencia al flujo ocasionada por la
disminucion de la porosidad del lecho y la menor fraccién vacia disponible para el flujo
del aire. Estos fendmenos han sido descritos por Auria et al (1995) y mas recientemente
por Karimi (2014), quienes describen la dependencia de la caida de presién con la

densidad del lecho, la cual en procesos SSF estaria en constante crecimiento.
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Tabla 3.10: Caida de presion relativo de los tratamientos del disefio central compuesto

Tratamiento C/N Caudal d(er::;:)entrante Caida de P (%)
1 13,7 1,13 24,9
2 16,8 0,56 61,4
3 9,20 1,13 25,4
4 16,8 1,70 22,8
5 13,7 1,13 36,2
6 13,7 0,33 72,5
7 10,5 0,56 32,9
8 13,7 1,13 34,2
9 13,7 1,93 30,5

10 18,1 1,13 40,6
11 10,5 1,70 32,4

Figura 3.20: Diagrama de Pareto y superficie de respuesta para la caida de presion,
para los 2 factores criticos (relacion C/N y caudal de aire)
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3.2.6 Influencia de los factores criticos sobre la velocidad
especifica méaxima de crecimiento de T. asperellum Th204

En la figura 3.21 se observa el comportamiento de los perfiles de acumulacién de CO,
para cada uno de los 11 tratamientos evaluados. Se puede destacar de forma general un
comportamiento del tipo logistico, es decir una fase de adaptacién entre 0 y 20 horas,
una fase exponencial de crecimiento entre 20 y 80 horas y una fase estacionaria o de
mantenimiento entre 100 y 160 horas aproximadamente. El modelo logistico en los
procesos SSF se basa en una limitante de superficie durante la fermentacion y en un
cantidad maxima de biomasa producida (Mazaheri y Shojaosadati, 2013). La ecuacién
logistica se ajusta razonablemente bien en alrededor del 75% de los perfiles de la
literatura obtenidos en los sistemas SSF y se prefiere generalmente porque a menudo es

posible utilizarla para describir todo la curva de crecimiento (Viccini et al, 2001).
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Figura 3.21: Perfiles de acumulacién de CO, producido durante la fermentacion de T.
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Las velocidades especificas de crecimiento maximas encontradas para Th204 utilizando
espuma de poliuretano se encontraron entre 0,0336 (T11) y 0,1067 h™ (T6) (Tabla 3.11).
Estas velocidades especificas de crecimiento maximas y las expuestas en las tabla 4.2
utilizando los otros sustratos fueron en promedio cercanos a los encontrados por Agosin
et al (1997) para cepas de T. harzianum con valores entre 0,05 y 0,12 h™. Igualmente, a
los reportados en los estudios de Viccini et al (2001) quienes realizaron una compilacién
de los modelos de crecimiento en fermentacién sélida y reportaron velocidades de
crecimiento para el género Trichoderma entre 0,061 y 0,089 h™ utilizando sorgo dulce y

remolacha azucarera como sustratos.

Tabla 3.11: Velocidades especificas de crecimiento maximas (h™) para T. asperellum
Th204 en el fermentador PROPHYTA® L05

Tratamiento C/N Caudal de aire entrante  p max.

(m*/h) (h™)
1 13,7 1,13 0,0736
2 16,8 0,56 0,0939

3 9,2 1,13 0,0663
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4 16,8 1,70 0,0746
5 13,7 1,13 0,0825
6 13,7 0,33 0,1067
7 10,5 0,56 0,0616
8 13,7 1,13 0,0726
9 13,7 1,93 0,0362
10 18,1 1,13 0,1001
11 10,5 1,70 0,0336

Se determiné un efecto significativo y negativo del factor caudal de aire (P=0,0080) y un
efecto positivo y significativo de la relacién C/N (P=0,0171) sobre la velocidad especifica
maxima de crecimiento de T. asperellum Th204. Adicionalmente, mediante la superficie
de respuesta generada se podria inferir que con mayores relaciones C/N (superiores a
16) y menores caudales de aire (menores a 0,6 m®h) se obtendria unas mayores p max

superiores a 0,10 h™(Figura 3.22).

Figura 3.22: Diagrama de Pareto y superficie de respuesta para la velocidad especifica
maxima de crecimiento, para los 2 factores criticos (relacion C/N y caudal de aire)
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Con el fin de determinar el grado de asociacion e interdependencia de las variables
respuesta con los factores criticos se estimaron las correlaciones utilizando los rangos de
Sperman (Ortega et al, 2009). Para el factor critico caudal de aire se determinaron con un
95% de confianza correlaciones significativas con el gradiente de temperatura
(P=0,0036), el gradiente de humedad (P=0,0031), el gradiente de concentracion relativo
(P=0,0144) y la caida de presién (P=0,0339) (Anexo B). De esta forma se entiende que
pequefios cambios en el flujo de aire entrante al fermentador PROPHYTA® LO5 tendran
un efecto significativo sobre estas variables durante la fermentacion de T. asperellum
Th204. Por otro lado, para el factor C/N no se encontraron correlaciones significativas
con los gradientes de temperatura, de humedad, de concentracion relativa y caida de

presion en el espacio experimental evaluado.

En general, el factor operacional caudal de aire entrante ejercid un efecto significativo
sobre los gradientes de humedad, de temperatura, de concentracién y caida de presion,
mientras que su efecto fue negativo tanto para la productividad como para la velocidad
especifica maxima de crecimiento de T. asperellum Th204. Por otro lado, el factor
relacion C/N con mayor afinidad a la preparacion del sustrato, no ejercié efectos
significativos sobre los gradientes de humedad, de temperatura, de concentracién y caida
de presion pero si sobre la productividad y la velocidad especifica maxima de crecimiento
de T. asperellum Th204 (Anexo B).
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Se podria inferir que el caudal de aire tendria una influencia directa sobre los fenémenos
de transporte dentro del biorreactor. Es asi como esta variable afectaria las dinamicas de
transferencia de masa como el arrastre del contenido de humedad del lecho y la
evaporacion. También influiria en los fendmenos de transferencia de calor como el retiro
y/o acumulacién de los calores metabdlicos y latentes de vaporizacién. Finalmente,
tendria un efecto sobre las transferencias de cantidad de movimiento como las pérdidas
de presion a través del lecho.

En contraste, el factor relacion C/N tendria una mayor influencia sobre los fenbmenos
dentro del sustrato como la disponibilidad de nutrientes y sobre el hongo en cuanto a su

cinética de crecimiento.

3.2.7 Validacion del modelo estadistico

La validacion del modelo se realizé utilizando la combinacién 6ptima de los factores
criticos encontrada en el numeral 3.2.1 (Caudal de aire saturado de 0,9 m*h y relacién
C/N de 18,1). Se utilizé una temperatura de incubacién de 28°C, una altura de lecho de 5
cm y una relacién de inoculacion de 1,0x107 conidios/g.s segun lo discutido en el numeral
3.2.

Los valores de logaritmo de la productividad para las validaciones 1 y 2 se encontraron
en 7,49 y 7,48 respectivamente, siendo muy cercanos al valor esperado de 7,50 segun el
modelo ajustado. No obstante, para la validacion niumero 3 el valor encontrado de
productividad de 2,53x10’ conidios/g.s.h (Log=7,40) se desvi6 del esperado en un 20%,
Sin embargo, este Gltimo resultado se podria explicar teniendo en cuenta que el R? del
modelo fue de un 72% (numeral 3.2.1) y por lo tanto se podria esperar un error aleatorio y
experimental cercano al 28%. Sin embargo, numéricamente los valores de productividad
para las tres validaciones no fueron muy diferentes al estar entre 2,0x10" y 3,0x10’
conidios/g.s.h y se consideraria estos valores de productividad similares a nivel de

procesos de produccién masiva de hongos (Tabla 3.12).
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Tabla 3.12: Validacion de la combinacion Optima para el crecimiento de T. asperellum
Th204 en espuma de poliuretano

Validacion Caudal de C/N Productividad Productividad Ajuste al
aire Esperada observada esperado
m’/h (conidios/g.s.h)  (conidios/g.s.h) (%)
1 0,90 18,1 3,16x10’ 3,09x10’ 97,7
2 0,90 18,1 3,16x10’ 3,02x10’ 95,5
3 0,90 18,1 3,16x10’ 2,53x10’ 80,0
Promedio 2,88 x10’ 91,2%

Finalmente, los resultados permitieron desarrollar un sistema de fermentacion sélida para
el hongo Th204 utilizando espuma de poliuretano como soporte. Al utilizar este sistema
se encontraron productividades superiores a las del sustrato natural estandar (arroz y
salvado) actualmente usado para la produccion masiva de microrganismos con interés
biologico en CORPOICA. Adicionalmente, en un estudio preliminar de costos de
produccion asociados al sustrato, se encontré que utilizando el soporte de espuma de
poliuretano el costo por gramo de biomasa seca (determinada experimentalmente para
extractos de los soportes) producida de Th204 seria de 1,51 veces menor al compararlo
con los costos si se utilizara el sustrato natural (Tabla 3.13). Las diferencias en costos
podrian ser mayores si se considera la posibilidad de la reutilizacion de la espuma para
mas de una fermentacion, aspecto que se ha descrito en otros estudios utilizando este
tipo de soportes inertes (Marin et al, 2008), sin embargo se deben realizar evaluaciones
adicionales con miras a determinar el maximo namero de reutilizaciones del soporte sin
gue se vean afectadas sus propiedades fisicoguimicas como la capacidad de absorcién
de agua y el area superficial por volumen, entre otras. Adicionalmente, la disminucién en
el tamafio de la espuma entre 0,5 a 1 cm de arista podria mejorar los rendimientos
encontrados en el presente trabajo, proporcionando una mayor area por unidad de

volumen en el lecho.
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Tabla 3.13: Comparacién de medios de cultivo en cuanto a los costos asociados por
gramo seco de biomasa de T. asperellum Th204

Costo por gramo

Componente Costo/kg DIStrI?::tlgn del fel:rr'r::)t:::gn de biomasa seca
de Th204
Medio Arroz blanco S 2.400,00 89,66% $10.204 $ 1795
estandar Salvado $ 1.200,00 10,34% : ’
0,
Espuma de poliuretano| $ 4.000 16,47%
i 0,
E?::;?a Puré de papa $ 12.000,00 63,73% $2.429 $ 118,49
0,
Extracto de levadura | $ 37.000,00 19,80%

Fuente costos: Industrias del cultivo, espumas Santafé.







4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

e La mayor productividad para T. asperellum Th204 utilizando el fermentador
PROPHYTA® LO5 se encontr6 con el soporte inerte espuma de poliuretano
(3,89x10’ conidios/g.s.h) siendo significativamente mayor en comparacion con la
encontrada en el soporte cascarilla de arroz (2,83x10° conidios/g.s.h) y en el
sustrato natural a base de arroz (8,87x10° conidios/g.s.h).

e Los factores criticos con un mayor efecto significativo positivo sobre la
productividad de T. asperellum Th204 en el fermentador PROPHYTA® LO5 fueron

el caudal de aire alimentado (m®h) y la relacién C/N.

e El caudal de aire tiene un efecto significativo sobre los gradientes de humedad del
lecho, de temperatura, de concentracion final y la caida de presion, mientras que
el factor C/N tiene un efecto significativo sobre la productividad y la velocidad

especifica maxima de crecimiento de T. asperellum Th204.

e El modelo generado con el disefio central compuesto determiné una zona en
donde se obtendrian productividades de T. asperellum Th204 superiores a
3,0x10’ conidios/g.s.h, con caudales de aire entre 0,5y 1,13 m¥h y relaciones

C/N superiores a 18.

e Las condiciones optimas para la fermentacion de T. asperellum Th204 en el
fermentador PROPHYTA® LO5 (productividad superior a 3,0x10’ conidios/g.s.h)
generadas por el modelo y que permitieron la validacion de su produccion fueron

un caudal de aire saturado de 0,9 m®nh y una relacién C/N de 18,1.
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e La utilizacion de la espuma de poliuretano surge como una alternativa a los
sustratos naturales para la produccion de T. asperellum Th204, siendo validada a
nivel de fermentador de lecho fijo de 16 Litros generando un proceso SSF con
bajos gradientes de humedad del lecho, de concentracion y caidas de presion.

4.2 Recomendaciones

Evaluar la capacidad de reutilizaciéon en el proceso y la disminucién del tamafio de
particula de la espuma de poliuretano, asi mismo otras fuentes de carbono y nitrégeno
mas econdmicas para el crecimiento del microorganismo. Estos tres factores podrian
disminuir aun mas los costos de operacion. Adicionalmente, probar la espuma de
poliuretano en otros sistemas de fermentacién como los fermentadores de bandejas o
rotatorios. Por ultimo, profundizar el modelamiento de los fermentadores de lecho fijo
desde el punto de vista analitico de los fendmenos de transporte.
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A. Anexo A: Analisis elemental de la
suspension nutritiva y la biomasa de
Th204 seca

Se pesaron en una microbalanza XP6 de Mettler Toledo y se sometieron a estudio en el
Analizador Elemental Flash 2000 de Thermo Scientific, el cual consta de un
automuestreador, un reactor, una columna Porapack de 2 m y un detector de
conductividad térmica, utilizando las siguientes condiciones:

Temperatura del reactor: 950°C
Temperatura de la columna: 65°C
Gas acarreador de Helio AP

Flujo 140 mL/min

Tiempo de corrida 720 s

Patron estandar certificado Cistina

Andlisis elemental de los componentes de la suspension nutritiva

Resultados
Carbono | Nitrégeno ‘ Hidrégeno | Azufre
Muestra Porcentaje (%) p/p base seca
Puré de Papa (polvo) 39,23 1,30 6,00 0,00
Extracto de levadura 36,40 11,28 5,96 1,86
Biomasa 42,56 4,53 5,93 0,27




B.

los diseinos experimentales

Anélisis de Varianza (a=0,05) para Log Productividad en el Disefio fraccionado

Anexo B: Analisis de varianza de

(1/16)
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio Razon-F  |Valor-P
A:Soporte 0,737789 1 0,737789 99,69 0,0099
B:C/N 0,148512 1 0,148512 20,07 0,0464
C:In6culo 0,0841 1 0,0841 11,36 0,0779
D:Humedad de aire  |0,030625 1 0,030625 4,14 0,1789
E:Temperatura 0,0276125 1 0,0276125 3,73 0,1931
F:Altura del lecho 0,10947 1 0,10947 14,79 0,0614
G:Caudal de aire 0,1849 1 0,1849 24,98 0,0378
Error total 0,0148011 2 0,00740057
Total (corr.) 2,71444 9

R-cuadrada = 99,4547 porciento
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 97,5463 porciento
Error estandar del est. = 0,0860266

Andlisis de Varianza (a=0,05) para Log Productividad en el Disefio de compuesto

central
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio Razon-F  |Valor-P
A:Caudal aire  |0,102587 1 0,102587 2,86 0,1515
B:C/N 0,251386 1 0,251386 7,01 0,0455
AA 0,108063 1 0,108063 3,01 0,1430
AB 0,000025 1 0,000025 0,00 0,9800
BB 0,00376868 1 0,00376868 0,11 0,7589
Error total 0,179241 5 0,0358483
Total (corr.) 0,642218 10

R-cuadrada = 72,0903 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.1.) = 44,1806 porciento
Error estandar del est. = 0,189336

Error absoluto medio = 0,0935027

Estadistico Durbin-Watson = 2,28659 (P=0,7734)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,266847

Analisis de Varianza (a=0,05) para produccion el gradiente de humedad (%) Disefio
de compuesto central

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razon-F  |Valor-P
A:Caudal de aire  |6649,0 1 6649,0 492,78 0,0000
B:C/N 30,0867 1 30,0867 2,23 0,1956
AA 2033,68 1 2033,68 150,72 0,0001
AB 8,7025 1 8,7025 0,64 0,4584
BB 45,1334 1 45,1334 3,34 0,1269
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Error total
Total (corr.)

67,4642 5
8835,81 10

13,4928

R-cuadrada = 99,2365 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 98,4729 porciento
Error estandar del est. = 3,67326

Error absoluto medio = 2,05705

Estadistico Durbin-Watson = 1,49375 (P=0,3282)
Autocorrelacién residual de Lag 1 = 0,241793

Andlisis de Varianza (a=0,05) para el gradiente de T en el Disefio de compuesto

central
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio [Raz6n-F [Valor-P
A:Caudal aire  |28,1802 1 28,1802 28,99 0,0030
B:C/N 0,252328 1 0,252328 0,26 0,6321
AA 2,70645 1 2,70645 2,78 0,1561
AB 0,1764 1 0,1764 0,18 0,6878
BB 0,144938 1 0,144938 0,15 0,7153
Error total 4,86005 5 0,972011
Total (corr.) 37,0311 10

R-cuadrada = 86,8757 porciento
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 73,7515 porciento

Andlisis de Varianza (a=0,05) para produccién el gradiente de concentracion (%)

Disefio de compuesto central

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razon-F  |Valor-P
A:Caudal de aire  |12278,8 1 12278,8 37,61 0,0017
B:C/N 103,555 1 103,555 0,32 0,5976
AA 4231,22 1 4231,22 12,96 0,0155
AB 86,49 1 86,49 0,26 0,6287
BB 231,149 1 231,149 0,71 0,4385
Error total 1632,57 5 326,515

Total (corr.) 18349,5 10

R-cuadrada = 91,1029 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 82,2058 porciento
Error estandar del est. = 18,0697

Error absoluto medio = 10,7788

Estadistico Durbin-Watson = 2,19423 (P=0,7293)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,216542

Andlisis de Varianza (a=0,05) para el gradiente de P en el Disefio de compuesto

central
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio Razon-F  |Valor-P
A:Caudal aire  |11209,92 1 1209,92 35,36 0,0019
B:C/N 204,586 1 204,586 5,98 0,0583
AA 422,852 1 422,852 12,36 0,0170
AB 363,665 1 363,665 10,63 0,0224
BB 1,94359 1 1,94359 0,06 0,8211
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Error total

171,096 5

34,2193

Total (corr.) 2436,45

R-cuadrada = 92,9776 porciento
R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 85,9553 porciento

Andlisis de Varianza (a=0,05) para la velocidad especifica méxima de crecimiento
en el Disefio de compuesto central

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razon-F  |Valor-P
A:Caudal de aire  {0,0027012 1 0,0027012 18,16 0,0080
B:C/N 0,00183316 1 0,00183316 12,32 0,0171
AA 0,000155153 1 0,000155153 1,04 0,3540
AB 0,0000189225 1 0,0000189225 0,13 0,7359
BB 0,00000226498 1 0,00000226498 0,02 0,9066
Error total 0,000743852 5 0,00014877

Total (corr.) 0,00548154 10

R-cuadrada = 86,4299 porciento

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 72,8597 porciento
Error estandar del est. = 0,0121972

Error absoluto medio = 0,00666688

Estadistico Durbin-Watson = 2,19131 (P=0,7278)
Autocorrelacion residual de Lag 1 = -0,103989

Analisis Multivariado correlaciones de Spearman

Datos/Variables:
CIN
Caudal aire (m3/h)
CO2 (g/kg)
Gradiente de H ((%))
Gradiente de P ((%))
Gradiente T ((°C))
Productividad

Correlacion Ordinal de Spearman

C/N Caudal aire |CO2 Gradiente de H |Gradiente de P |Gradiente T  |Productividad
CIN 0,0000 -0,2998 -0,1485 0,2875 -0,0958 0,6900
(11) (11) (11) (11) (11) (11)
1,0000 0,3431 0,6386 0,3633 0,7619 0,0291
Caudal aire 0,0000 0,7737 0,9343 -0,6708 0,9199 -0,4216
(11) (11) (11) (11) (11) (11)
1,0000 0,0144 0,0031 0,0339 0,0036 0,1824
CO2 -0,2998 0,7737 0,7432 -0,8074 0,8165 -0,7707
(11) (11) (11) (11) (11) (11)
0,3431 0,0144 0,0188 0,0107 0,0098 0,0148
Gradiente de H -0,1485 0,9343 0,7432 -0,6545 0,8000 -0,4545
(11) (11) (11) (11) (11) (11)
0,6386 0,0031 0,0188 0,0385 0,0114 0,1506
Gradiente de P 0,2875 -0,6708 -0,8074 -0,6545 -0,7545 0,5182
(11) (11) (11) (11) (11) (11)
0,3633 0,0339 0,0107 0,0385 0,0170 0,1013
Gradiente T -0,0958 0,9199 0,8165 0,8000 -0,7545 -0,4909
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(11) (11) (11) (11) (11) (11)

0,7619 0,0036 0,0098 0,0114 0,0170 0,1206
Productividad 0,6900 -0,4216 -0,7707 -0,4545 0,5182 -0,4909

(11) (11) (11) (11) (11) (11)

0,0291 0,1824 0,0148 0,1506 0,1013 0,1206

Datos/Variables:

Optimizacion de Multiples Respuestas para Log Productividad

Productividad
Minimo Maximo
Respuesta Observado |Observado
Productividad [6,79 7,59
Deseabilidad |Deseabilidad Pesos Pesos
Respuesta Baja Alta Meta Primero |Segundo |Impacto
Productividad [6,79 7,59 Maximizar |1,0 3,0
Deseabilidad |Deseabilidad
Fila [Productividad |Prevista Observada
1 7,08 0,620833 0,3625
2 7,35 0,775325 0,7
3 7,07 0,242889 0,35
4 7,2 0,499084 0,5125
5 7,19 0,620833 0,5
6 71,27 0,474751 0,6
7 6,95 0,338415 0,2
8 7,59 0,620833 1,0
9 6,85 0,07525 0,075
10 7,5 0,869612 0,8875
11 679 0,0496741 0,0
Productividad - maximizar
Optimizar Deseabilidad
Valor 6ptimo = 0,896679
Factor Bajo Alto Optimo
Caudal aire  |0,331348 [1,93365 [0,908355
CI/N 9,19523 18,1048 18,1048
Respuesta Optimo
Productividad |7,50734
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C. Anexo: Determinacion de la
velocidad especifica maxima de
crecimiento (Umax, h™)

Siguiendo el método descrito por Gelmi et al (2000) las velocidades especificas maximas
de crecimiento para T. asperellum Th204 se estimaron utilizando los resultados de
respirometria especificamente los de produccion de CO, En todos los tratamientos (T1 a
T11) cada 20 minutos se determind la concentracion de CO, medida como los gramos de
CO; acumulados producidos por gramo de sustrato seco. Tomando el logaritmo natural
de la concentracion de CO, y graficandola en funcion del tiempo se determind la
pendiente (intervalo de 20-40 horas) siendo esta la velocidad especifica de crecimiento

méaxima (h™).

Teniendo como ejemplo el tratamiento T10 se determiné para el periodo entre 20 y 40
horas la pendiente correspondiente a la velocidad especifica maxima de crecimiento
(Hmax) de 0,0736 h™.

Anexo C Figura 1. Figura 1. Perfil de Acumulacién de CO, producido durante la
fermentacion de T. asperellum Th204 y estimacion de la velocidad especifica maxima de
crecimiento (MUmax) (T10)
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