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1. OBJETIYOS DEL PROYECTO Y METAS CUHIPLIDAS
*0BJETIVOS DEL PROYECTO

1 objetivo global de este proyecto es de mejorar nuestros conocimisntos de los fe-
nomenos de transporte de masa y calor aplicados a 1os fer mentadores en estado a6lido
(FES) con el objeto de elucidar 10s pssos controlantes y de sentar 183 bases de uh escela-
miento de reactores en FES. Los objetivos particulares de este trabsjo fueron los siguien-
tes. :

En primer 1ugar fue de encontrar un soporte modelo 1o cusl tendria propiedades
fisicoqui micas adecuades pars ser usado en FES. Este soporte deberd ser inerts biologica-
mente, 8in inhibidores el crecimiento del microorganismo, ds for me bien definida y man-
tener una alto contenido de sgua sin drenaje mecroschpico (espacio interpsrticule).
Ademds, ests agua deberd ser disponible pera el microorganismo y deberemos conocer un
méximo de parametros fisicoquimicos, de preferencia, ys disponible en 18 litersturs.

Después de haber escogido ¢ soporte adecuado, usando un medio de cultivo y un
microorgsnismo seleccionedo, tendremos que carscterizario mediante diferentes parame-
tros ter modinémico y biolégico. Este estudio permitiré de establecer que el crecimiento
del hongo sobre este dicho soporte es compersble & 1o que se encuentra con 103 soportes
agricolas usados frecuentamente en 1s FES. Al mismo tiempo tendremos que desarrollar

una metodologisa pars 18s diferentes medidas de 103 parametros biolbgices. Princi psl mente
nos enfocaremos sobre 1as medidas de concentracidnes de biomasa y de szicares.

La segunda parte de este trabajo serd usar este soporte para estudiar 1os fend-
menos de transporte de mesa y calor acoplados con la biologia del medio.

En un primer paso tendremos que disefisr un reactor sencillo en donde 103 fenome -
nos de transporte de mesa (gas) y calor sean bien identificados. Es decir, buscaremos el
modelo fisico “ideal ™ para tener un reactor de tipo isotérmico, sin flujo convectivo, en
donde 1a difusion de oxigeno y didxido de carbono sesn el principal fendmeno de transporte
de masa. Con este sistema de resctor estudiaremos el comportamiento del microorgsnismo
en un ambiente de O, y CO, diferente o 183 condiciones normales {aire ambiental, 0,= 21

% y C0,= 0 &) empleads de costumbre en FES.

~ La tercera parte seré disefiar un reactor modular de ti po convectivo en dinde el

transporte de mass es uir.idireccionsl. Con este prototipo, se mediré en la direccidn axial
las concentraciones de CO, y O, 18 temperatura y 1o presion total de s fase gaseosa.
Ademés, mediremos en la entrada el flujo de aire, 1a humedad relative del atre (entrads y
salida). Este primeras parte del estudio seréd principal mente infocade sobre e disefo del
reactor y su instrumentacién. Para seguir el crecimiento del hongo durante al procese sin
~ destruir el lecho poroso, trataremos de dessroller un método pars medir indi rectamente

18 biomasa mediante 1a caids de presidn . Este experimento sers en un primsr psso resli-
sado 8 nivel de columnas pequefias para después comprobar el método o una escals meyor.

E1 witime pase sera desde de shors buscar un maximo de 1nfor mactén {biblio-
grefia) psre penssr en el disefio de resctores de meyor capecidedes pers ls FES.
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2.  DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES REALIZADAS &
3.  RESULTADOS OBTENIDOS

Como mencionado anterioremente el objetivo general de este trabaje fue enfocedo
sobre el estudio del escalamiento de fer mentedores en estado sflido. Los diferentes esty-

dios reslizedos se presentan en forma de cuatro anexos, en cade unos, hemos desarrollado
un trabajo especifico. En 1o que sigue, damos un resumen de cads anexo.

ANEXO0 |: Corecterizacién g svaluacién fisice-bislegica de sepertes inrtu
pars la fermentacién sélide. '

Sebiendo lo dificil que es de trebajer con soportes agricoles pers rnejorar nues-
tros conocimientos bisicos hemos deade el inicio buscado un soportis el cual presentaris
varios ventejas pers la FES. En un primer psso hemos comparado diferentes soportes tel
como: esponjas, espumas de poliuretano, ver miculits, fibras sintéticas y resines. Pare
seleccionar el soports més adecuedo hemos escogido tres criterios:

- que 1¢ soporte no tenge ningln inhibidor pera el crecimiento del hongo,

- que e soporte tenge un alts capacidad de retencién de sgua sin presencie de fenbmeno de
drensje macroschpico,

- que existe ys en la bibliogrefia, para este dicho soports, un méximo de conocimientos en
los parémetros fisicoquimicos.

De los estudios que se hicieron, e} soporte quién cumplié 1o més los requisitos fue
un resina intercambiadoras idnica: 1a amberlits IRA-S00.

Este soporte presente muchos ventajas parale FES:

- ¢3 inerte biologicemente y no tiene ningdn inibidor &l crecimeinto de Agp. niger,

- sy estructure sblide no cambis durante el proceso,

- es estérico y no se defor ma durante tods 1s fase de crecimiento del hongo,

- los porcentsjes iniciales de las diferentes fases (sblida, 1iquide, m) en 8l resctor
son siempre 1ss mismas (el empaque es constante),

- s8 conoce muchos parémetros fisicoquimicos (demidad porosided, carga idnice,..),

- ¢l crecimiento de] hongo se desarrolla solo en 18 superficia lo cusl facilita 18 obaorvo-
ciones al microscopio,

- s¢ puede recuperar facilmente tode 1a biomass con solamente une agitecién mecénica. Se
facilita 1as medidas de biomesa por este metodo.

En un segundo psso hemos carecterizedo el crecimiento de ASp. niger sobre este
soporte seguiendo durante 1s fer mentacién diferentes parémetros como: biomass, szicares
residusles, pH, humdedad, actividad de agus, CO,, O, caide de carge, distribucidn de te-
mafio de particulas. Una comparecién de 103 resultados obtenides con resultados obtenidos
con soportes agricolas nos per mitié concluir que esta resine es representativa de 1 ma-
yorfa de 108 soportes que se usan ys en FES y que se podris ussr como soporte modelo. En
conclusfon, hemos demostrado en este parte del estudio que este soporte se puede usar
como soporta modelo tanto pers mejorar nuestros conoci mientos del crecimiento de un
hongo como para estudios de ingenieria. Se sometid & revisién un trebejo o Biotechnoloqq
Letters con algunos resultedos de ests parte del proyecto. ANEXO Y

ef_'m_u_. Estudie en rescter difusive isetérmice do les parametres de¢ ci-
ica de crecimiente do Asperaillus niser.

Una vez seleccionado 81 soports modelo, se smpez8 con 108 primeros estudios en
reactorqa. En primer 1ugar, para faciliter ot entendimiento de 108 fenomenos ter mobiold-



gicos en un resctor de tipo mnntrial hemos trabsjado con un reecter sencillo isotérmico
y en ddnde el principal fenbmeno de transporte sea 1a difusion de O, y CO,. E1 medio de
CUTtIVO Usado para e3tos experimentos Tus de t1po CZAPECK modificado Y el microorgants-
mo fue ASp. niger. Durante e proceso se midié en la direccion axial del reactor los perfi-
les de CO,, 0, Temperatura, Biomass, pH,humedad. De 103 balances de CO,, y 0, se celculd
les tases de produccion de 0., y de consume de CO,, en cade niveles del reactor y contra el
tiempo. Después hemos calculado ol coeficients de activided respiratoria de 0, valor

comparable & 1o que se encuentrs en 18 bibliografis. Este tipo de experimento mostrd que
en condiciones no estender de 05 (21 %) y CO, (0%) el crecimiento de! microorganismo

puede iniciar més temprano, pnsiblomcnto por el efocto promotor del CO, sobre la ger-
minecidn.

ANEXO 111. Estudie on reecter convective (1D ') de lo9 parametres terme-
dinkmice y bielbgice dol crecimients de Asp. niger.

Después de este primero trabajo, hemos disefiado y construido un reactor modular
de 90 cm de alto con lo cual se puede estudiar el fendmeno convectivo. Este resctor fue
instrumentado pars medir en los diferentes niveles (direccién axial)
~ Les concentraciones de CO,, 4 0,,

- La temperatura,
- La cafda de carge.

y en 1a entrada y la salida del reactor:
- ol flujo de aire,
- 18 humedad relstives del aire.

Los primeros resultades obtenidos mostraron que existia correlaciones entre 1a
temperaturs y la producién de CO, y también 1a caida de cargs y el CO,,, 0,

Hemos observado que durente el crecimiento del hongo la cafde de carge estabs re-
lecionada con 1a evolucién de 1a biomass. Por el hecho que &1 crecimiento se hace solamen-
- te en superficis, el hongo durante su desarrollo colonizea el espacio vecio interparticula
tapando 103 pores. Por eso, hemos desar rolaldo experimentos con columnes pequefies mi-
diendo contra el tiempo 1a caida de cargs y la biomssa. Hemos mostrado mediante estos ex-
perimentos que 1a cafds de cargs seguia perfectamente 1a evolucién de 1a biomeasa. Hemos
calculado el coeficiente de per meabilidad gsseoss 1o cual es une funcidn de 1a biomasa. De
630, trataremos, mediante este relacién entre la cafde de carge y 1a biomese seguir y
medir el crecimiento del hongo en un resctor de més grande capacidad.

ANEXD IY. Progects de biereacteres pars fermentecibn en sustrate sélide.
En esta parte, se revisaron les publicaciones més recientes sobre bioreeactores

pars la FES. Se planteo 103 objetivos y 1a definicién del trabajo pars lleger hesta un disefio
de prototipo de bior reactores comparando las diferentes posibilidedes.



4. DIFICULTADES ENCONTRADAS
No e encontreron dificultedes extreordineries en la reslizecién del proyecto, sin
~ embargo persisten les dificultades tipicas de hacer investigeciin en México sobre todo 1o

relacionado con Jo encarecidos que estan los equipos y meteriales de importacién y lo poco
cumplido de los proveedores.

S.  ETAPA DEL PROCESO TECNOLDGICO o
6.  IRANSFERENCIA DEL PROYECTO

E1 proceso se encuentra 8 nivel de asimilacion de tecnologis en lo que respecta 8 s
comprension de los fendmenos relevantes pars el eacalamiento de FES. Se ha avanzado
grandemente sn la comprensidn de los psremetros de transfersncis mes relevantes en este
tipo de proceso. Lo anterior ha sido posible gracias el uso ds soportes ‘modelo’ que facili-
tan grandemente el andlisis del reactor.

Estamos iniciando la tranfersncia de 163 conocimientos & 1a produccidn de un meta-
bolito secundario de interés comercial en conjunto con el Depto. de Biotecnologia de la
UAM. E1 proyecto aportara 1os conocimientos de dos grupos de fnvestigecién: nosotros en la
parte de disefio de reactor y le eontropom de Biotecnologia en 10s sspectos bésicos de mi-
crobiologia y Bioquimics.

Por otra parte no se han identificedo empresas interesadas en asimiler los conoci -
mientos desar rollados con los estudios presentados en este reporte. Sentimos que esto
vendra como consecuencis de 18 divulgacién de resultados.
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RESUMEN:

El objetivo principal de este trabajo fue encontrar un

zoportae, Jque se pudiera usar como  =soporte modelo, Para
eztuudioz bazicos de Fermentacidn en Estado Sélido. Basandonos
zrn  la= propliedadez flsicas y bioldgicaz de al3urnos soportes
tales cComo: sspuma de poliuretano, e:ponja de celulosa,
fibraz y resina=z, sa& selecciono un soporte gua an funcidn de
nusztroz objetivozs fus 21 mas idonso.,

 Para escoger 21 zoporte mds  adscuado. seleccionamos
algunos criterios fizicoquimicos aQue deberla de cumplir este
zoporte, =3tos criterios son:

- N2 deberd de presentar irhibidoresz para =1 crecimiento de
p. niiger cepa No 10,

No dgberd de zer degradada la mqfrxz gédlida durante el
crecimiento.

- Daeberd de pocsesr una alta retencidn de agua =in drenaje
macroscopico.

- Pozeer informacidn sobre parémetros f151coquim1cos.

A
1=

LI

Selezccionado &l szoporte, que fue la AMBERLITA IRA-300,
la cwal 23 una resina da intercambio idbnico,: se procedid a
ampliar sy informacidrn, para lo cual se realizaron un estudia
biblicarafico e izotermas de absorcidn y desorcidn.

Urna vez caracterizado el soporte se selecciond un medio
de cultivo bazandoze en el medio CZAPECK modificado para el
crecimiento de Asp. hniger. Con estos datos se llevarom a
cabo cingticaz de crecimiento de Asp. niger en columnas a 35
Cy zon una humedad inicial del 52 %, variando la relacidrn de
mitrdgero orzadnico 2 inorsanico. Teniendo coma rasultade que
la mejor relacidn fue 30:50 (sulfato de amoniciurea).

Firalmente == llevaron a cabo cinéticas en las cuales
cuantificaron loz siguientes param=ztros: Humedad, Aw,
a de prezidn, Diszstribucidn dei tamafMo de las particulaz
Amztro promedic de la distribucidn, FH, Protelrnaz vy
Yicaras totales, Consumo de 02 y produccidn de C02. Protaina

= sz evaluardrn con la finalidad de implementar una
riica sencilla confiable v reproducible,. dado que sabemos
lu complsjo qQue zeparatr la biomasa de un =cporte sélido vy
madir con presicidn la concentracidn de los azdicares.

w
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-
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INTRODUCTION.

La Fe2rmentacion en Estado Solido (FES) es un tipo de
cultivo en donde se crece un microorganismo sobre la
superficie v/ /o en el interior de una particula poraosa salida
(porosidad intraparticula); esta particula puede ser
asimilatle o inerte. El agua esta ligada al interior de la
matriz porosa y no se observan fendmenos macroscopicos de
drenaje entre particulas (porosidad -- interparticula). El
espacio intraparticula est4 ocupado por aire, dado que ,los
‘microorganismos necesitan oxigeno para crecer y para asegurar
su adecuada disponibilidad ' este puede alimentarse
convectivamentea. ‘

Esta caracteristica 1 importante ya que el
microorganismo se encuentra en contacto con el aire: a
diferencia dal cultivo sumargido en donde el contacto es con
un medio liquido (de cultivo). En la FES la humedad depende
de la capacidad de reatencion del material el cual debe de
tener entre un 30 a 80% (humedad bas2 humeda).

LLa FES ha sido usada desde hace muchos afos para la
obtencién de algunos alimentos fermentados, en la maduracion
de quescs Yy en la degradacion de algunos compuestos
lignoceluldsicos (composteo). Esto principalmente en paises
orientales, después de la segunda guerra mundial la FES fue
remplazada por la fermentacion de cultivo sumergQido en los
paises occidentales. A pesar de que la FES se utiliza en
menor proporcién gue la fermentacién en estado liquido, su
importancia econémica np es pequeMa: mas del 50 % de las
enzimas producidas en el Japdn se obtienen por estd técnica.
En el futuro el crecimiento global de la bioindustria permite
predecir aque habrd espacio para el desarrollo de nuevas
técnicas de fermentacidn. La FES puede Jjugar un papel
importante debido a que presenta algunas ventajas. Hesseltine
(1972), comparandola con la fermentacion liquida tales como:

a) Condiciones de esterilidad menos estrictas.
b) Productos mas concentrados.

€) Algunos residuos no necesitan tratamiento.
d) Una técnica simple.

e) Bajo capital de inversidn.

f) Reducidos reguerimientos de energila.

10



nero tambiz2n preasenta limitaciones cor ejemplo:

Conti-ol de los oarametros de fermentacidn
Poco conocimiento tecrinlogico,
Acumulacion de calor metabdlico.
E=calamiento de reactcres.

ut

Uy

Siendo este dltimo. unc de los principales problemas gue le
“a impedido a la FE3S ser funcional a nivel industrial. Se ha
visto que la FES puede ser muy util, pero faltan
conocimientos tanto a nivel basico comoc a nivel tecnoldgico
para una aplicacion a nivel industrial.

11



ANTECEDENTES.

Ern los ultimos affos la FES a recibido mucha atencién
nor muy diversos i1nvestlgadores e instituciones de todo el
mundo y & la fecha los trabajos publicados dejan ver que la&
FES cada vez se ve mds estimulada por los progresos logradocs.
En 1970 =& pronostica que la FES puede ser una alternativa
viable a la convencional fermentacién sumergida. El1 termino
FES se refiere al crecimiento de microorganismos sobre
materiales sdlidos texturizado=s y porosos, en presencia de
sgua en forma absorbida dentro del sdlido. Un ejemplo es la
tfermentacién de productos agricolas con alto ccntenido de
carbohidratos que mediante un proceso de FES ofrece
favorables ventajas sobre las fermentaciones convencionales
como: mejores rendimientos, disminucién en el tamafMNo v costo
del equipo y en algunos casqs no se requieren procesos de
separacion posteriores al proceso fermentativo.

La idea de practicar cultivos en medio sdélido sobre
soportes impregnados a sido llevada a cabo por algunos
autores. Lakshmirayana et al (1973) los cuales produjeron
Acido citrico a partir de melaza absorbida sobre bagazo de
cafla con Asp, niger. Sato et al (1983) utilizardn una
solucidn de glucosa absorbida sobre pulpa de madera como
modelo para el crecimiento en medio solido para levaduras.
Raimbault (1980) demostro que mediante la FES de Asp. niger
sobre almidon de yuca se puede incrementar la proteina de
dicho almidén. Barrios et al (1987) utilizé poliuretano de
baja densidad y algunos plasticos como soporta para la
produccién de penicilina mediante la FES, sus resultados
mostrardn que estos materiales contienen un compuesto
inhibi1torio para el crecimiento de Asp. niger el cual fue
disminuido mediante un tratamiento Acido— base. Oriol et al
(1988) observd que utilizando bagazo de cafa como sogporte e
impregniandolo con un medio liquido a base de glucosa y bajo
ciertas condiciones de temperatura y pH, la cinética de
crecimiento de Asp. niger se ve afectada principalmente por
la cantidad inicial de agua del medio, la cantidad de esporas
con las que se inocula y el tamafo del soporte utilizado.

En otra modalidad de estudios de la FES, se ha tratado
de obtener soportes modelo esto es que no presenten
interacciones con el microorganismo, para asi ~poder
incorpoarar conocimientos mas precisos con respecto al
crecimiento. Al respecto se han desarrollado los siguientes
trabajos entre otros: el mcdelo de un nutriente simple gque es
agar en una caja de petri.



Para ést2 mocelo téorico de crecimiento del hongo se le
ircorporaron los efectos de transferencia de masa y calor por
Georgiuo vy Shuler (19846). Wei et al (1981) usaron gelatina
come un agents solidificante para producir un sustrato modelo
semi-solido, tratando de: tener caractéaristicas muy similares
a la FES. Con este soporte se facilita el estudio de las
cinéticas dJde crecimiento midiendo directamente la biomasa
dado que la gelatina es disuelta aumentando ligeramente la
temperatura vy la biomasa es recuperada por centrifugacion.
Mitchell et al (1986) proponen un sustrato modelo que se
diferencia del de Wei et al (1981) por que proporciona una
mayor rigidez a la temperatura ambiente usando un agente
solidificante que es la kappa—-Carragenan. En su estudio se
comparan el crecimiento en su sustratao y en tubérculos de
yuca, teniendo un.menor rendimiento proteico en su sustrato
modelo, por 1o aque este sustrato modelo aun esta sujeto a
estudios de efectos nutricionales.

Ademas de lcos parametros Optimos de crecimiento asi
como el estudio de soportes modelo, también se han estudiado
algunos parametros fisicos como la importancia del agua en
la FES. Estd a sido estudiada recientemente® bajo aspectos
zuantitativos (Nisho et al 1979; Raimbault y Alazard 1980;
Hoekim et al 1985). El concepto de Aw (actividad del agua)
fue propuesto por Narahara et al (1982) el cual es un
parametro representativo para expresar la limitacion de agua
ausente en el crecimiento para explicar el crecimiento de los
hongos en sustrato sélido. Oriol et al (1988) observd el
efectc de la Aw durante la fermentacion de almidon de vyuca
con Asp. niger y mediante un calculo tedrico basado en la
@cuacion de Rosz demostrd que la Aw del sustrato decrese
hasta ©.83 casi1 al final de la farmentacidn. La Aw Tue
incrementaca cuando se utilizd bagazo de cafa como los
mayores rangos de crecimiento y conversion de sustrato a
biomasa fueron obtenidos con éste sistema, confirmando gue la
dispornibilidad del agua es un factor critico en la FES de
sustratos almidonados ya gue estos tienen una mayor capacidad
de retencion de agua.
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QBJETIVOS &
QEJETIVO GENEFRA..

Selaccionar un soporte tedricamente "idaal",
biolégicamente inerte, bDien definido tanto a nivel de lows.
Jardametros fisiccs (Forma, Porosidad, Densidad) como a nivel
quimico (pH, Selactividad idnica), que pueda servir en el
futuro como’ un soporte modelo para estudios bdsicos de FES.

QEJETIVAS FARTICULARES,
PRIMERA FARTE)

Para escoger un soparte modelo haremps diferentes
comparaciones de los saportes escaogidos @stas comparaciones
s0n’ :

A) Estudiao bibliografice para conocer un maximo de
pardmetros flsicos y quimicas de los diferentes sopartes.

BH) Analizar si existen inhibidgres del crecimiente para el
microorganisme Asp. niger Y =s1 existen, %tratar de disminuir
su efecto mediante algun tratamiento.

o) Efectuar diferentes pruebas para el andlisis fisice
comos Drenaje, capacidad de absercidn y ocupacién de les
volumenes (s¢lide, liguide y gasecss) &n el reactor,

BEGUNDA PARTE:

Emn  funcidon de los andlisis fisicos vy la presencia o
ausencia de inhibidores seleccionar uno de los soportes.

A) Cuantificar de manera precisa el crecimiento de
Aspergillug niger, sobre el soporte seleccionado mediante la
cuantificacidn de proteinas y azdcares, ademés de cuantificar
la humedad, la actividad del agua, la caida de presi1dn., la
distribucion del tamafo de particula, el diametro mediano de
particula, el pH, el consumo de Oxigeno vy la produccion de
dioitido de carbono.

B) Analizar e interpretar los resultados del crecimiente
e Aspergillus niger sobre el soporte modelo escogide.

14



PARTE 11

CARACTERIZACION FISICA ¥
BIOLOGICA DE LOS SOPORTES.

15



Sabemoz Jue exizten muchosz parametros fisicoquimicos
para caracterizar wn =zoporte adecuade para la FES. La
multitud de estos param=tros hace dificil escoger un soporte
ideal. En funcién de lo anterior, nozotros hemos escogido
z0lo tresz parametroz que noz parecen los mas convenientes,
para fFoder decir =zi un soporte tendra las caracteristicas
adecuadas para =er usado en FES.

En esta parte 3e pretznde analizar algunos efectos
biolégicos vy flsicoz de loes zoportes en estudio. Con respecto
al aspecto biocldgico pretendemcz ohzervar si este ejerce
algun efecto inhibidor =zobre la velocidad de crecimiento de
Asp., niger cepa 10 UAM-I. En el aspecto fisico deseamos
conacer las caracteristicasz de absorcidn maxima dal soporte
zin gquz aste presente fendmenos macroscoépicos de dranaje (al
volumer de agua por volumen de reactor debera de ser madximo)

R RS R mamti. SR SLiL ARl amnnmn A nm T ammen

e S S e aSRan LR Sl Semmmmeemaa

1.- El hecho de escager esztos zoportes tiene como fundamento
Jue:

- Son di=zponiblez comercialmentea.

- Son irmertes bicldégicamente (apriori).

- Pueden retarer una alta cantidad de agua.

~ Poseer alaunos parametros fisicoquimicos ya conocidos.

2.~ Los diferentezs soportes utilizados en easte estudio
Yul g H :

1.- Espuma de poliuretaro de baja densidad. (PO-1)

2.~- Espuna de poliuretanc de alta densidad. (P0-2)

3.- Espornja de c=luloza. (ES5-1)

4.- Fibra sintética de zeluloza. (FI-1)

5.- Rezina de intercambic idnico (Amberlita IRA-900).,

A continuacidn ze muestran fotografias al microscopiao
de cada uno de los sopoartez arriba mencionados.

16



Foto Mo 1. Mos muestra al Foliuretano de baja densidad (PO-
1. =2 puede observar que el tamafio es grande e irregular, no
prasenta una estructura fibrosa. Escala de referencia lcm
representa 7.3 micras aproximadamente. : '

Foto tNo Z. Foliuretano de alta densidad'(PD—2), se. puede ver
que el tamabio de parao es mds pegueflo que el del PO-1, este
poliuretano es mas comoacto. Escala de referencia lcm

2quivale a 50 micras.
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Foto No I. Esponja de celulosa (ES-1), la cual posee una
estructura de forma irregular, con un tamafio de coro pequeflo
en forma oval en algunos casos. Escala icm representan 32
micras aproximadamente.

Foto No 4. Fibra sintetica de celulosa , tiene una astructura
fibrosa, la cual presenta espacios entre fibras se puede
considerar a las fibras como cilindros que tienen un diametro
promedio de 10 micras. Escala de referencia lcm representa 26
micras.

18



S. Resina macrorreticular de intercambic idnico
cb=ervar

prasaentan una forma definida de asfera con un tamafio de
Rolhm and Hass.

Foto No
(apmelificada 30 veces su tamafMo aprox.). Se puade

Qe
particula también definido. Cortesla de=

Philadelphia. 1987.
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e . FARAMETROS FISICOQUIMICOS DE LOS SOPORTES

Los parametros fisicoquimicos que conocemos para los
difarentes soportes soOn:

- Espuma de poliuretano de baja densidad (FD-1): (17 Kg/ﬂ
)y, sin colorante, sintetico., hidrofobico, poroso (98 % en
volumen), densidad t+eal de la estructura (1.1 g/cm® )
compresible vy sin posibles elementos aprovechables por el
microorganismo.

- Espuma de poliuretano de alta densidad (PD-2), (120
kg/m3), con colorante sinteético, hidrofdbica, porosa ( 88 %
en volumen ), poco compresible, densidad real de 1la
estructura (1.1 ¢g/cm®) y sin posibles elementos aprovechables
por el microorganismo.

- Esponja de celulosa comercial (ES-1): con colorante,
higroscopica, porosa, compresible y con posibilidad de
degradacion de la estructura de este soporte por el
microorganismo, densidad real de la estructura 1.3 g/cnf.

- Fibra de celulosa comercial (FI-1): Con colorante,
higroscopica, porosa, pbco compresible Yy con posibilidad de
degradacion de su estructura. densidad real de su estructura
1.9 g/cnd ‘

-~ Resina de intercambio 1idnico (AMB~IRA~900) 3 Sin
colorante, higroscopica, de forma esférica, con una porosidad
bien detiaida v sin posibles elementps utilizables por el
microorganismo,
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8 3 JUSTIFICACION.

Como ya se ha dicho anteriormente el soporte que
" deseamos, debe de presentar como caractaeristica el no
interactuar con el madio de cultivo, ni con el hongo
utilizado.

S 4 PRINCIPIO DEL EXPERIMENTQ,

Esta parte del exparimento se llevara a cabo a nivel de
caja de petri, mediante la cuantificacidn del didmetro
cuadrado del crecimianto de Asp.niger cepa UAM-10
comparandose con un estandar (bagazo). para as! poder
determinar cualitativamente si el soporte interviene de
alguna manera durante el crecimiento del hongo.

S S DISPOSITIVO EXPERIMENTAL-MODO DE OPERACION.

La medida del diametro cuadrado, se realizd a nivel de
caja de petri de 10 cm de diametro, las cuales contenian al
soporte molido mezclado con un medio de cultivo estéaril. Una
vez inoculado lags cajas se colocaron dentro de una
incubadora a una tempaeratura de 32 °C, a las que se les fue
midiendc el diamatro en funcidn del tiempo. En la figura. 5.1
‘sea puede observar el aquipo utilizado.
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INCUBADORA DE TEHPERATURA REGULABLE.

\

TENPERATURA DE OPERACION 32 °C.

CAJAS DE PETRI DE 418 CH DE DIAMETRO.

CONTROL DE TEMPERATURA.

-~ a—————

Fig. 8.4 DISPOSITIVO EXPERIHENTAL UTILIZADO.
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2.- MEDIDA DEL DIAMETRO DE CRECIMIENTQ.

El hongo se desarrolla en las cajas formando lo que se
conoce como colonia, generalmente en forma de circunferencia.
De ahi partimos para medir el diametro horizontal y vertical.
promediarlos y elevarlos al cuadrado teniendo asi el diametro
cuadrado de crecimiento del hongo. Esta medida se realizo con
una regla transparente y para verificar con un vernier. Las
medidas se realizaron para todos los soportes utilizados vy
correlacionandolos con una muestra control en cada uno de los
experimentos.

T.- MODO DE QFERACION

Primeramente se partio de un cultivo semilla de Agp,
niger. cepa UAM-10 que sirvid’' para inocular nuestras cajas.
Cada uno de los soportes fueron molidos en un malino de
stlidos malla 8O, teniendo asi un tamaho de particula
unitorma. Los soportes molidos fueron secados en una estufa
a 640 °C durante 48 horas. Posteriormente se toma un gramo de
soporte seco y molido el cual se mezcla con S0 ml de medio
Fapa Destroxa Agar (PDA), se colocan en matraces erlenmeyer
de 250 ml y se esterilizan a 110 lb de presidn durante 15
min. Luego en condiciones estériles se vacian en cajas de
petri de 10 cm de diametro previamgnte esterilizadas y se
deja solidificar a temperatura ambiente. Finalmante se
inoculan con Agp, niger por picadura en el centro y se
incubdn a 32 °*C. En funcién del tiempo se va midiendo el
diametro de crecimiento del hongo.

Con lo gue respecta al tratamiento de los soportes éste
se realizéd con: HC1l, NaOH, NH40H. Conhsiste en lavar los
soportez de la siguiente manera. Se toma 1 g de soporte seco
y se le agregan 100 ml de la solucidn con la que se desee
tratar al soporie y se somete a agitacidn mecdnica mediante
un caframo a 490 rpm durante 1 hora aproximadamente.
Posteriormente se enjuaga con agua corriente hasta que el pH
del agua de enjugue sea igual al del agua corriente, una vez
lavado se seca el soporte nuevamente a 40 °C durante 48 horas
y 8@ pruceden a utilizar como anteriormente se menciono. A la
amberl:ta no se le dio tratamiento, por que la resina a ser
tratada con HCl o con NaOH es reqenerada es decir que sus
cargas de intercambio son renovadas. .
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S 6 ANALISIS DE LOS RESULTADOS EXPERIMENTALES.

Las figuras 6.1, 6.2, 6.3, 6.4, 6.5 v 6.5 reprasantan
al diametro cuadrado an funcidén del tiempo dea cracimiento,
para los diferentes soportes evaluados.

En funcidén de los resultados obtanidos podemos afectuar
el siguiante anklizig. Con respecto a los poliuretanos (fig.
6.1 v 6.2) ‘el major crecimiento sa obtuvo con al poliuretanc
gsin tratamiento, seguido por losx tratamientos con bases (NaOH
y NH40H) aunque al crecimiento as ligeramenta mas rapido an
el PO-1 va qua sa llega al mismo nivel con una diferencia de
20 horas aproximadamentae. ,

Mientrazs que para la asponja el crecimiento as casi nule
cuandc no hay tratamiento. Pozteriormente sea logra tenar un
incremento de la superficie hasta tener un maximo de 6 cm
(fig. 6.3) loo cual tan s0lo representa un 10 % del
crecimiento registrado en el patrén, por lo que aun con al
tratamiento con HC1l al crecimiento es muy poco.

La fibra tambidn presenta un crecimianto muy pobre
cuando no ha recibido tratamiento (fig. 6.4), posteriormente
el mejor tratamiento fue con NH40H vy se logro incrementar en
un 100 % al crecimiento pero aun asl tan soloc ez el 60 7%
aproximadamante del crecimiento registrado con el patrén,

Finalmente con la ambarlita (fig. €.35), sea tiena un
cracimianto muy similar al obtenido con el patrén (bagazo de
cafa) an ur tiempo similar, vya qua los poliuretancos tambian
alcanzen esta nivel de crecimiento (fig. 6.6).

En la (fig. 6.6) se puede obsarvar una comparaciédn del
diamatro cuadrado de crecimiento para seis soportes (PO-1,
PO-2, ES-1, Fh-1i, AMB. IRA-900 Y BAGAZO) aescogidos. A simple
vista podemos decir Que la esponja y la fibra tienan un pobre
crecimiento comparandolos con los, demads soportas. Como una
respuesta de estos axperimentos podamos decir que la fibra y
la aspornja presentan factores de inhibicién sobre al
cracimiento de Asps, higer Vv este se ha mejorade por un
tratamientoc. Ya que solo medimos un paramatro proporcional a
la superficie de creacimiento dal microorganismo el cual es al
didmeatro cuadrado. Por este hecho no tenemos una respuasta
diracta para poder decir cual de los soportes ez el mnis
aficiente a nivel de crecimiento, para dar una raspueasta
concreta necesitamog cuantificar la biomasa en funcién dal
tiampo. Hemos tratado de cuantificar la biomasa sobra fibras
y asponjas mediante (Lowry, Micro Kjendalk y pesoc seco), pero
dade que e] crecimiento as bajo. Los rezultadozs obtenidos
no aran repraesentativos debido a la disparsion que
preasentaban. Barrios (1987) reporto los problemas quea se
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pLeden encontrar durante la' cuantificacién de biomasa
utilizando el método de Lowry, el observéd que aexiste
interferencia entre el método y un poliuretano sintaético.

En conclusidn si este estudio no permitio determinar
totalmente si Asp, niger crecio mas sobre algunc de los
zoportes seleccionados, al menos permitio obszervar que
algunos soportas necesitan de un tratamiento, para qua el
hongo pueda crecar y algunos otros no. Esto nos hace suponer
qua aesta tipo de soportes (sin tratamiento) no presenta
inhibidores para el crecimiento del hongo. Lo cual resulta
interesanta para nuastrog objetivoz de trabajo.
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on colocadas en una camara da saturacisn,
la Farte baja.

Laz columnaz =
% con

la cual contiene un voluman de agua gue ccupa
Dicha camara se coloda dentro de una incubadora a 32
z3te sistema noz acercamcs a un 100 % de humedad relativa er
la camara.

INCUBADORA DE TENPERATURA REGULABLE.
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CONTROL DE TE;;;RRTURQ-

DISPOSITIVO EXPERIMENTAL UTILIZADO PARA

Fig. 9.4:1
EL EXPERIMENTO DE DRENAJE DE LOS DIFERENTES SOPORTES.
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DE LA HUMEDAD.

La humedac fue medida mediante diferencia de pesos. La
muestra es pesada en una balanza digital registrando asi el
peso humedo. Luego la muestra es secada a 60°C durante 48
horas teniendo asi el peso del soporte seco. Entonces la
hunedad se cuantifica mediante la gsiguiente relacion:

w- —————————— x 100 s esmw (1)
M TOTAL

Donde: M H20 es el pesoc del agua en gramos.
M TOTAL ee el peso del agua + el peso del soporte
seco en gramos. ‘

Z.- MODQ DE QPERACION,

Los soportes previamente deberan estar molidos y secos
como anteriormente se ha descrito. Para cuantificar la
humedad inicial del soporte. Se toman 3 gramos de soporte se
depositan en una caja de petri de 20 cm de diametro. Se
coloca sobte una balanza digital y se procede a agregar agua
destil ada lentamente mezclando continuamente hasta el valor
de humedad deseado. Una vez determinada esta humedad inicial,
se ‘toman S5 gramos de soporte seco y molido sa& le agrega agua
hasta tener la humedad deseada y se empaca en las columnas de
vidrio evitando que haya escurrimiento por compactacién. Una
vez empacada la columna se tapa con un tapon de aluminio en
la parte superior y se introducen en la cdmara de saturacion.
Esta se pone dentro de la incubadora a 32°C durante 20 horas,
al término de este tiempo se saca la muestra y se mide la
humedad. Fara medir la humedad se toman seis muestras a
diferentes nivel!es del tubo y se procede a pesar cada muestra
y mediante diferencia de pesos conocemos la humedad.



310 Ahe_ 139 DE LOS RESULTADOS EXPERIMENTALES.

Deritro de nuestro desarrollo experimental hemos visto
guz los aradientes de humedad en el reactor son perjudiciales
a4 nuestros objetivos, por tal efecto mediante el fenomeno de
de saturacion hemos tratado de llegar al punto de equilibrio
2ntre la fuer:za de retencidn (capilaridad ) y la fuerza de
gravedad, si1 llegamos al equilibrio entre estas fuerzas no
habrd gradientes de humedad y no tendremos drenaje. '

~as variables utilizadas son las siguientes:
Wi = Humedad inicial.
= Humedad final.
V1i= Volumen liguido inicial.
V1= Volumer liguido final.
Vs = Volumen sdlido.

Los volumenes se calculan de la siguiente manera:
Masa del liquide.

Volumen liquido (V1i)= —_——————————— - - -
Densidad real del liguido.

Masa seca del soporte.

Volumzn sdélido (Vs)= - - e — e ————
Densidad real del soporte.

1.. Caso del Foliuretano 1 (PD-1)

* ESTUDIOQ DE LA HUMEDAD DE SATURACION.

En el caso del FUO-1 para el estudio de la humedad de
saturacidn, la humedad inicial (Wi) fue del 95.8 %4 la cual
representa la humedad de absorcion maxima del soporte. En la
(fig. la.1) =1-] pueden var diferentes resultados
experimentales de humedad final (Wf) despues de 20 horas.
Existe un gradiente axial de humedad en el reactor, este
gradiente gse da a un nivel entre 0 v 7 cm de altura. Este
gtradiente se manifiesta en la parte inferior del reactor
teniendc una humedad del 846 7% en promedio. Esto nos indica un
acumulamiento de . agua en el fondo del reactor vy un
escurrimiento del agua durante las 20 horas de experimento a
fuera del reactor. Entre 7 y 18 cm de altura del reactor
podemos ver que hay una tendencia hacia el eguilibrio con una
humedad del &7 %. .
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La (Fig. 13,2 muestra laz distribuciores de los
vialumzres 'de liquidos inicial, final yv da sélide en funcidn de
1z altura., Después d=2 20 horas en =1 rgactor constatamos que
e bay un 3radiente axial del vaolumen de la fase sélida (Vs),
que  esta ocupacidn par volumen de reactor as baja (4%) pera
lomogerea ez decir que el empaque del soporte al inicioc vy
durante 21 procezd 3e mantiene conztante. Después de 20 horas
hay wn  escurrimiento del liquido, de 10 veces mayor cor
rezspaectny a la parte alta del reactor. ta (fig 10.3)
repraeenta 21 balance de volumerr de agua inicial vy final 1la
cial ze obbuvo de la figura 10.2. Qbsarvamos que dezpuds d=
2N horaz ze escurre mas del 30 % dal voluman de agua inicial,
=zto muestra 4que nos =ncontramos por encima del punto de
equilibrio dentro del reactor.

AWRura~z—(oem)

100

Figz. 10.1 perfiles axiales de humedad, obtenidos con 4
expatrimnentos, Fara 21 PO-1 Wi representa la humedad inicial
de abscorcidn  maxima del PO-1 y WF represzenta la humedad
dezpuss de Z0 horas de experimento.
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Fig, 10.2 perfiles axiales de los volumenes del liauido
inicial (V1i), de s8sdlida (Va) y de volumen liguido final

{V1f) cbtenidoc para el PO-1.

Volumen liquide (W)

Fig. 1¢.2 Balance entre los volumenes de ligquido inicial v
final para el F0O-1,
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Para 1llegar hasta @l valor de la humedad de equilibric
as decir zin gradi=znt=zz axiales an &l reactor. Es necesario
realizar varions =xparimentos 2n loz cualaes se les varia la
humedad inicial hazta llegar a un valor de equilibrio. La
(fig. 10.4) rics muastra el valcor de .la humedad de equilibrio
alcanzado. Este valor fue aproximadamenrts dal 67 % que
correzponde a =] valor de equilibrio va encontrado aean la
(Fig 10.1) enrtre 7 v 18 cm de altura.

En la (fig. 10.9) 3e puade ver que 1los volumenes
inicial y final de ocupacidn de la fase liquida sason casi
izguales (S.3 % aproximadamente); @l volumen de la fase sélida
ez de un 2 % en promedic. Come sa ve an la (fig. 10.68) el
volumer de agua inicial y finallestan en aquilibrio, es decir
que no hay eascurtrimiento durante las 20 horas del
axperimentc. Sin embargo &l volumen de agua ocurado as pobtre
5 %, =l r=actor contiene aproximadamenta un 93 % de aire.

1511 Vi-—:i/\f/w

9 _\

6 - T
'

0 na T v T

Altura—z-(om)
3

) | v

5] 43 M TS 80
, Humedad-vw-(%
Fig. 10.4 Ferfil axial de humedad cocbteniendc con una humedad
inicial del 69 % para a1l PO-1.
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Cig. 10.5 Perfiles axiales de los volumenes de liquido
inicial (V1i), de sodlido (Vs) y de liguido final (V1f) para
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Fig.10.2 Palance entre los volumenes de liquido inicial vy
final para el F0O-1 ‘ )



Z CASD DEL PQLIURETAND 2.

* ESTWRIO DG LA HUMEDAD DE SATURACION.

Ern &l “aso del poliuretanc 2 (PO-2) la Wi de saturacion
fua dal 39.3 % (fig. 10.7). Exista un gradienta an la parte
baja del reactor entre 0 v 4.5 cm da altura pero es mancs
dragtico 49ua en el caso del PO-1. En la parte superior del
raactor ertre 4.5 y 18 cm alcanzamcs el equilibrio el cual
corrazponde a una humedad del 64 %. Si analiZzamos los
volumnenaes dJdeél liquido al inicio y al final tenamos quae el
VIf a3z cazsi constante con un valor de 72 % entre 4.3 y 1S cm.
(Fig. 10.8). El volunen solido (Vs) que ocupa dentroc dal
raactor ez ligeramente mayor que en al caso dal PO0-1. Csto as
For la densidad del PO-2 la cual es maz alta quae an el caso
del PO-1, .

Haciando el balance da la (fig. 10.9) teneamos un balarce
ragative vya qua nos encontramos por arriba dal valor da
equilibrio y er conzecuencia perdemos urn 30 % de agua an 20
horas aproximadameanta,

18 -
§ %] vt b4
T‘l?.' & ‘\L
b
L |
< ) [}
S 1
[ |
3.
[ ]
oW v — v  —
60 7 K 90 100
Humedad-v-(%)

Figs 10,7 Parfilezs axialaz dJda humedad para el PO-2 donde Wi
rerresenta la humadad inicial de abzorcidén maxima para al PO-
2 v la WFf represanta la huymedad después de 20 horaz da
axparimento,
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Figura 10,8 Perfiles axiales de los volumenes de ligquioc
inicial (V1i), de solido (Vs) y de liquido final (V1+) para
el FO-2. ‘

Densidad ap: 47 kg/m3

Volumen liquide (%)

L/ oW

Fig 10.9 Ealance entre los volumenes de liguido inicial
(V1i) v final (V1f) para el FPO-2,. ‘ .
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+ESTUDID DE L& HU™EDAD & EGUILIBRIC,
_ En ia (fic. 10,10 se muestran diferentes corridas cor
a1farentes Wi, todas muest-am una tendencia al equilibrio con
una numedac final! entre el 60 y 65 % aporo:imadamente. Farece
s8>~ Qque para este soporte existe siemore acumulamiento de
agua en la parte baja del reactor, tvambieén eigste un
agcurrimiento de agua a fuera del reactor en este Caso no
llegamos hasta ei valor de la humedad de equilibrio pero
viendan los poaorcerntajes de volumen de agua (fig. 10. 11
tenemos que el equilibrio puede ser inclu:do entre 350 y &0 %
de humedad. Tambieéen se observd que el empague del reactor no
@5 funcion de la humecad, el volumen de la fase solida se
gueda en promedio de ur S %Z. 8Si esto lo traducimas a volumer
se vara (fig. 10.11) gue el V1f es casi constante a lo largo
42l reactor 6 % pero si se manifiesta una acumulacioén del 1é
% de aqgua en el fondo del mismo y el Vs se mantiene con un
valor cel S Y. De todo lo anterior se puede decir que la
 humedad de saturacion tiende a um punto de equilibrio en el
cual el V1i es casi igual al V1f y que es lo que nosotros

deseamos.

18 4
? ;
g 15+
Y
N ‘2.
.
5
- 9
]
6.
3
0
S0
Fig. 10.1¢ Ferfiles axiales con diferentes hgmedades

iniciales (Wi) para el PD-2.
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; 16,11 Perfiles aniales de les velumeres de 1liguide
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* ESTLDIO PE LA HUMEDAR DE GATHRAEION,

ER el case de la fibra (Fi=1), cole mestrames el
regultade de un experimente (fig., 10.12), en doRde empesamas
.G0Nn una humedad de saturacion del 90 %, Después de 20 Reras
¢ ve claramente la existencia de un gragdiente gque va desde
W 74 % a un B8 Y%, nOo es tan drastico como en @l caso de los
noliuretanns, pero tambien es Claro que no hay una tendencia
que defina el punto de equilibrio del soporte. El V1i eos desl
62 % mientras que el VIt varia dado el gradiente de humedad.
En promedio la perdida del volumen liquido es del 27 %
aproximadamente (fig. 10.13), resultando asi un balance
negativo. El V1t fluctua entre 20 ¥y SO %, mientras que el
inicial es del 64 Y y el Vs es cdel & % muy similar al de los
poliuretanos. La (fig. 10.14) muestra que durante las 20
horaz se escurre casi un 0 % del agua inicial

)
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Fig. 10.12 Ferfiles axiales de humedad para la FI-1, Wi
representa nta la humedad inicial de absorciédn maxima de la fibra
y la Wf: representa la humedad final después del experimento.

Fi-1

Velumen ltiquide ()

vH vif

Fig. 10.13 balance entire los volumenes de liquida mu:ial ¥
final par‘a la Fibra-1 (FI-1), :
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‘V1f) obtenidoz para la (FI-1).

» ESTUDID DE LA HUMEDAD DE EQUILIBRIO.

Realizando una serie de experimentos y teniendo como
variable el Z Wi, presantamos solo uno de ellos en donde la
Wi fueé del 70 %. En la figura. 14.15 vemos que la . fibra
nresenta un comportamiento diferente a los otros soportes, ya
aque en la parte mds alta del reactor hay una ligera perdida,
nero luego la Wf se incrementa. Esto quiere decir que el
zoporte aparentemente absorbe agua del medio y la bhumedad
final es mayor asi como el volumen liquido dentro del
reactor. El balance : (fig. - 10.16) permite ver aue al
incremento de V1f fue del 5 %. La interpretaciéon al respacto
ez que la fibra no presenta una tendencia definida hacia el
punto de= ecuilibric. For lo que hay valores altos de Wi ae
manifiesta un gqradiente axial de humedad, paro para valores
hajos . de Wi (aprox. 70 %) se manifiesta el efecto contrario
la absorcion de agua del medio. ‘ ‘ :
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* ESTURIQ DE LA HUMEDAD DE SATURACION.

En el caso de la E&-1 (fig. 10.17) se muestrarn dosg
rezultados para una Wi del 73.9 Y. la cual coarresponds a la
Punadad de saturacidn, Se ve qQue loz gradientes son  muy
zimilares pParg las dos nuestraz dicho gradiertse 2 pegusfio.
Anal izande loz porcentajes (fig. 10.18) tenamos una pérdida
del 20 X en VIf conm raspecte al inicial. Esto genera que el
rezultado del balance sea neaqativo. :

Graficando laz volumenhes ocupades dentra del  reagtor
(fig. 10,19 ) teremos que 2] volumen liquido inicial es d=
€4 % mientrazs que el volumen ligquido final es del 40 X v =l
valumen sélido e de tan solo um S X, El balance entre =l
volumern de agua inicial v final presenta una pérdida del 30 %
comn Cansecuancia del ascurrimienta dentiroa del reactor  (fig.

10.19).

Pl wr-a, <« Wi
o 157 \
g 1 n
,;’,_ e y N\
: W
] 3 o
b ]
F]
- -
< °7
0 ‘ -
&ao Q0 100
Humedsd-w—(X)
fia 1QL12 Perfiles axiales de humedad rara la ES-1 donde Wi
representa a la hunmedad imicial vy W la humedad fimal.



Velumea liguide (%)

vif Vi

1. ‘10.1@ Eélance entre los volumenes de liouwido inicial
U1y v final (VIF) en el cazso de la (ES-1).

1
184 Densidad ap: 44 kg/m3
1 vif
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~
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Fig. 10.1% Ferfiles axiales de los volumenes de liquide
Jirmicial (VIi), final VIf) y de soélideo (Vs) para la, (ES—-1).
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*  ESIULIO DE LA HUMEDAD DE ERUILIBRIC.

Tanamoz ahora une Wi del 70 % (fig. 10.20). OQbzervamcs
aue astamos cerce del puntc de eaquilibrico (sin afectos de
drenaja). Esto ze chzarva major ar la (fig., 10.21) an la cual
chasarvamexs Aue «l volumar sdlido ez del 2.2 %4 y al deal
liguido ez dal 2 % aproximadamerte. La (fig 10,22) reoz
miaztra un balarce saquilibradeo, por lo gue se puade comcluir
aua al purto de aquilikrio ccta cerca dal 70 % de humadad.

Er @l cazo de la azponia hamozx tratade de ampacer mbdg al
- suporte sdlide dentra del reactor. De esta manera hemow
lograds  un 386 X de acupacidrn de volumen da la fuzxe liquida

y e mayver  valumnes de ocupacidén de le  feazse sdlida. Sin
anbargs &l riasgo de anpacar es al de genarar nogotros miznos
ur escurrimiento lo que afectaria la hkhumedad del sistems
teriende problemas de homogerneidad lo cual ho es convemiante
par el ohjetive de este trabajo.

1a 4

<

15 Wi [\ ¢ — W

12 [

Altura-z-(cm)

65 0 7% a0
Humedad-w-(%)

Q. 10.20 Perfiles axiales de humedad para la ES-1 dondi Wi
reserta la humedad inicial y WF la humedad final.
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Fig. 10,21 Perfiles axiales de laos volumenes liguides

imicial y final (V1i vy VIf respectivamente) asl como  del
volumen sdlidoe (V) para la ES-i, .
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2. 10.22 Balance entre los volumerse de liguideo imicial
i

Fig.
V1i) y volumen de lljuide final (V1) para la ES-1.
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5. CASO DE LA RESINA (AMBERLITA IRA-900:. "

A nivel de la amberlita opresentamos la (fig. 10.23). La
amberlita - lleca con una cierta humedad, pero sabemos que la
maxima capacidad de apsorcidn de esta resina es del S9 %. For
lo cual en esta parte del experimento solo verificamos si
este valor de humedad es la humedad de equilibrio. Mediante
la figura 10.23 podemos apreciar que no existen gradientes
dentro del reactor, acemas que se puede constatar que
efectivamente la numedad de equilibrio si esta en el rango
del S9 %, '

En la (fig. 10.24) se presentan los volumenes de la fase
liquida inicial, final Yy de la fase solida. Constatamos que
la fase solida ocupa wun 32 % v la fase liquida al eqguilibrio
un 19 % y deduc:mos que la fase gaseosa ocupa un volumen del
36 4.
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Fig. 10.27 Ferfiles axiales de bumedad final (Wf) obtenidos
con wna humegad anicial (Wi) del S9 % para la amberlita
IRA=900,
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& SINTESIS DE LDS EXPERIMENTOS DE DRENAJE.

Se han visto principalmente dos tipos de comportamientol

El primero e @l de los poliuretanos gue presentan un
gradiente de humedad relativamente grande ¥y como congecusncia
una perdida de agua, El otro e a nivel la fibra y la esponja
aue cuande nos encontramos por encima del punto de eqQuilibrio
Ray gradientes de humedad los cuales no son muy severos., pero
i estamos por debajo de este valor hay un fendmeno de
absorcidn que permite que el balance tenga un mavor Volumen
liguido final que Volumen liguido inicial lo cual no ez muy
zonveniente. Finalmente el de la amberlita gue no presenta
gradientes de humedad para un alto contenido de agua.
Mediante el analisis de resultados podemos establecer cuales
son los diferentes volumenes de ccupacion para las diferentes
fases i(soilda. ligquida y gasecosa) en la columna. La (fig.
L 24)Y nuestra. para cada soporte poliuretano, esponja,
CRAQATT, yuca vy amberlita)l, los diferentes valores en
oorciento para las diferentes fases. En el caso dei
poliuretans  tanemos Juna ocupacian de agua (Vi= 5,30, muy
Baly . oun porcentale de la fase gaseosa alto (92.4%). En el
casn  we la esphbonja se nota wun aumento  sustancial de la
crunacien por la fase liguida (V1=3&4) con compactacion v
=tlida del (%,.6%) con una reduccién notable de la fase

gazeose (Va=b4.%%). Estos valores pueden ser comparados a los
reportados para bagaze (Vi=24,54, Va=68.5%, Vs=T7W). Fara la

amberlita v la yuca tenemos valores similares. lo cual es
mteresante ya que se pueden correlacionar algunos pardmetros
facilitando azsi la comparacion entre un soporte orgdnico y un
zaporte 1nerte, tal es el caso de la amberlita IRA-90QQ.
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Fig. 10.24 Representacidn de los velumenes de ocupacion de
stlides,  liguido y gas dentro del reactor para los diferentes

[OLOTES.



D. CONCLUSION DE LA PARTE 1i.

En esta parte del trabajo se utilizaron varios soportes:
Poliuretano de alta y baja densidad, esponja y fibra de
celulosa y uWna resina (amberlita IRA-900). Estos fueron
comparados con Yuca y RBagazo, los cuales se escogieron como
soportes de referencia. (o8 resultados obtenidos en el
estudio de inhibidores asi como en los aspectos de drenaje y
la comparacion de algunos pardmetros fisicoquimicos
reportados en la literatura para algunos de los soportes
permitid seleccionar un soporte modelo (teoricamente v bajo
nuestros puntos de seleccidn). A continuacién se presenta una
tabla (10,.25) que muestra las ventajas y desventajas de los
diferentes soportes utilizados para la seleccion. El soporte
seleccionado fue la resimna (amberlita IRA-900), esta resina
es un material bien definido tanto a nivel fisico: Debido a
gue posee una forma esférica., tamafio de particula bien
detinido, porosidad y densidad conocidas. Comoc a nivel
guimice: rango de pH, férmula estructural asi como su
selectividad 1dnica.

Se considera que la amberlita no presenta sustancias
inhibidoras socbre el crecimiento de Asp. niger cepa 10,
ademas permite mantener sin escurrimiento un alto porcentaje
de agua dentro de su estructura porosa sin necesitar
compactaciony su porosidad interparticula en cada experimento
es identica.
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SOPORTE INHIBIDORES | VI Us | Va HOMOGENEI DAD FORMA PATOS DISP.

AMBERLITA

BAGAZO NO 24.5] 7 | 68.5 REGULAR IRREGULAR MININOS

Yuch No I3 | N i MLA TRREGULAR MINIMOS

TABLA 19.25 VENTAJRS Y DESVENTAJAS, UTILIZADOS COMO CRITERIOS DE SELECCION.

Ul = Yolumen liquido.
Us = UYojumen solido.

a = Volumen gaseqse. .

# Valores ohtenidos con compactacion,




PARTE I1

CARACTERIZACION DEL CRECIMIENTO
DE Aspergillus niger SOBRE
AMBERL ITA IRA-9606.
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La Amberlita IRA-300: Es una regsira da intercambiao
idnico, producte de la tacnologla quimica moderna. Esta
ragina es urna particula ezférica de 0.53 mm de diamstro
promadic. E£tas paquafias particulas estan compuestaz con
grupcs idnicos fijox como parte da la estructura d= la
resina, MAS grupcs mdviles de cirga opuezta aue son libres vy
vagarn atraves o pot todos loz intersticicos de la resina.

La rezsina escogida para aszte trabajo e la Amberlita

IRA-900 (Cl) 4ue ez ura resina fuertamante baslica y cuya
ectructura es la siguiante: :

= CH = CH.— CH - CH,-

H- CH,- CH N R Cl

Ademnis R AT las giquisrtes caracteristicas o

proplecdadeaz:

Forma: : Ezférica.
Densidad real: o ' 1.07 g/cm%
Dernzidad aparents (32 4 hunedad) 0.&72 alcnd
Tamafa: ' 0.3 mm de didmetro.
Farman de didmetro (soporte hunsedo) 16 & S0 meshk.

Ranao de didmetro de los poros 2.5 & 23 micras.
Humedad de retencide ' 59 K.

F\'an-:_;.:- de F'H‘.‘ . 0~14.

Tamp. has. de operacises: 70°% (Cl) y 140°C (OH) «
Capacidad total de intercambiao: Kg CaCOli/ft.

meq/ml.

Se puzde regensrar oot Nall o con HCL.
Se utiliza para la Jdesionizacidn por su estabilidad.
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B. ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DEL AGUA DE LA AMEERLITA.

S 11 JUSTIFICACION,

En la fermentacion sédlida es sabido que el nivel de
humedad es importante para que el microorganismo pueda
crecar. La actividad del agua (Aw) es un parametro
importante, el cual noe da una idea de la disponibilidad de
agua en e] soporte. Sabamos que por debajo de una cierta
actividad de agua el microorganismo no se desartrolla, por lo
que en este caso el agua es limitante ya que no se encuentra
disponible para el hongo.’ '

S 12 DEFINICION DE LA ACTIVIDAD DE AGUA.

A temperatura ambiente, el equilibrio termodinamico
entre el agua dentro de un medio hiumedo y el vapor, se
produce mediante una relacién entre la humedad del medio vy la
humedad relativa (HR) del aire, la cual es igual a la
actividad de agura (Aw). Esto se puede escribir como:

HR = AW = —————eccc————
Pvse (T)

Fv (T)= Fresidn parcial de equilibrio del vapor con el agua
el medio a una temperatura T.

Fvse (T)= Presion de vapor de saturacion a una cierta
temperatura 7. '
Esta ecuacidn es llamada isoterma de desorcidn, cuando
2l camino termodinamico escogido para establecer esta
relacidon se hace con la humedad decreciente. Se llama
ispterma de desorcidn. :



S 13 DISFOSITIVO ENFERIMENTAL - MODG DE OFERACION,

Troo la 2.1 ze pueds aobservar 21 dizpositivo
experimsmtal i & madir la actividad del agua del
soporte. La muesl depnzita ern una cajita de pliastico la
cual s woloca en o (DECAGON) . Un paguelic ventilador

permite  1la _lruuld'lﬂﬂ dzl zire sobre la suserficie de 1a
muaesti s aeelarands 2l equilibrio del vapor.s U sensor
infrarcic inyde la teamperatura Jde la superficie de la nmuestra.
elimitando la necezidad de esperar al equilibrico térmico. Uk
espesis irmterrms enfria hashta llegar a la condensacidn del
vapor Jde agua a la temperatura del punto de rocic. Un sistema
de cimputo intaerno mediante las temperaturas de superficis y
el purnto de roclo caloula la actividad de agua (AwW). Es=
zistama parmite una legtur‘ de Aw e wlm biempo o nayor a 10
S ominuwtos
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2. MEDIDA DE LA ACTIVIDAD DEL AGUA.

Las medidas se realizaron cada 20 minutos sobre la
misma muestra. Fara efectuarlas se colaca la muestra en las
cajitas del CX-1 (DECAGON) y se introduce en el. Se acciona
el mecanismo y el sensor determina directamente el Aw y la
temperatura de superficie. Esta medida se efectua en un
tiempo no mayor de § minutos.

Se toman 2 gramos de soporte (AMEBERLITA) seco y se le
agregan 2.88 ml de agua destilada para tener una humedad del
g9 % 2n base humeda. Se mezcla vy se toma una parta la cual se
woloca aqentro cdce unas cajitas de plastico especiales del
DECAGON, evitando gue la muestra rebase la mitad del nivel oe
la caja. Se reglistra el peso de la muestra vy se introduce en
el DECAGON, se toma la lectura correspondiente de Aw ¥y
Temperatura, Se saca la caja y para secar e introduce en una
incubiadora a 30 °C aproximadamente 5  min. Se registra
nuevamente el peso y se efectua la medida correspondiente.
Feta metodologia se repite hasta ague la Aw = vuelve
conetanta, ‘

* ISOTERMAS DE ADSORCION.

. n el caso de las isotermas de adsorcidn se coloca una
muestra de uwn gramo seco sobre un bato Maria para oue el
woporte absorba la humedad del medic. Se registran los pesos
humeados  para conocer la humedad correspondiente. Para medir
la- HAw orocedemos de la misma manera que en el caso de las
isotermas de desorcion, hasta llegar a una muestra que no
asuede adsorber mAs agua y la lectura del sensor s&a
constante.
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& 14 ANALISIS DE LOS RESULTADOS EXFERIMENTALES.

1.- COMFARACION DE LAS ISOTERMAS DE ARSORCION Y DESORCION.

Representamos en ‘la (figq.14.1) las isotermas de
desorcidn y adsorcican de la amberlita IRA-900. En el caso de
la desorcion constatamos - due el limite higroscépico se
manifiesta mads © menos en un 20, % de humedad base humeda y un
40 % hase seca.

Este valor corresponde a un 0.9 Aw. Fodemos observar gue
existe una fuerte histeéiesis, 'la curva de absorcion esta
lejos de la curva de desorciédn-a I0°C. En el caso de 1la
absorcion no :se puede ir mas 'lejos de un Aw de 0.9 para
superar este valor 'se necesitaria mucho mas tiempo para que
la resina absorbiera el vapor de agua necesario pars
incrementar el valor de Aw,

3.~ COMPARACION DE LA ACTIVIDAD DEL AGUA DE LA AMEERLITA,
YUCA Y BAGAZD.

Fara opoder evaluar la disoonibilidad del agua para el
honoo se estudid la actividad del agua Aw en el  soporte. La
{tig 14.2) muestra comparativamente la Aw del bagazo, la yuca
(clatus  repartados por Oricl et al (1988)) y la ambetlita en
wn  rango reportado como impartante para el desarwvollo de la

fermentacién (0.8 < A w < 1). . Emn esta fiqura hemos
relacionade la  Aw de los tres soportes en funcion coel
inverso de la hunedad (base secal). Notamos que existe un

factor de 5 entre las pendientes de la yuca y el bagaxo con
respecto a la amberlita. Fodemos decir que para un  mismo
walor de Aw tenemos mayor cantidad de agua en la amberlita
aue  la gue se encuentra en el bagazo y yuca. Comparando el
lor de las pendientes (fig. 14.2) podemos ver que el agua
& menos disponible en la amberlita gque en el caesc de Los
sonortes agricolas {vuca y nagaza).
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T ESTUDIQ DE LA D§§HIDRQTACIUN DE LA AMBERLITA.

3 15 JUSTIFICACION.

Sabemos que la amberlita retiene un 59 % de la humedad
{base humeda) sin presentar fendmenos de drenaje, pero esta
capacidad de retencion bajo otras circunstancias es
importante. En nuestro caso s1 la resina no presenta drenaje,
pero tiende a secarse raplidamente puede implicar problemas
para el crecimiento de Asp. Diger ya que el hongo para crecer
necesita de la disponibilidad del agua en la cual se
encuentran disueltos los nutrientes (en este caso debido a
gue trabajamos con un soporte impregnado con medio de
cultiva). For 1lo tanto esta parte del estudio resulta
necesaria para poder tomar desiciones posteriores.

S 16 FRINCIFIO DEL EXFERIMENTO.,

. .

En este experimento se trata de evaluar la resistencia
ue ofrece el soporte a la deshidratacion. mediante una sal
saturada de agua que impone una cierta humedad relativa al
sistema., kEZ504 (HR)= 96 %, KNO3I (HR)= 89 %, estas sales
ejerceran un efecto de deshidratacion sobre el soporte debido
a gque la actividad de agua de la resina es superior al .98
Yaw Este experimento se realizo a una temperatura de 3I5°C
y hazta que el soporte llegod al equilibrio.

5 17 DISFOSITIVO EXFERIMENTAL-MODO DE OPERACION.

1.~ DESCRIFCION DEL DISFOSITIVO EXFERIMENTAL.

En el desarrollo del experimento se utilizé una cémara.
de la ctual en la parte superior se suspendia una base en
dondr se deposita el soporte con un a humedad del 59 %4 (base
numecda’) v en el fondo se tiene una solucién de KZ504,1a cual
impone una humedad relativa del 96 %. La camara fue cerrada
herméticamente e introducida dentro de un bafo a 35 °C, el
monitores se realiza cada 24 horas hasta llegar al punto de
equrlibrio en donde se cambio la sal (ENO3Z) la cual impone
una  humedad relativa del 89 % y se procedio de la misma
manera oque con la primera sal. La (fig. 17.1) muestra el
dispositivo experimental usado.
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TENPERATURA ‘DE OPERACION 35 “°C.

— ‘ —_— PECERA.
TAPADERA
—r——— L
FRASCO . |
: W [—SOPORTE CON
DE —» 1000, ‘ 39 ¥ DE| HUMEDAD.

VIDRIO 4
— BASE

l(ii "mlggslm,g{nlmn PARR LA DESHIDRATACION DE

2.- MODO DE QOFERACION,

FPara poder observar el efecto de la deshidratacién del
soporte en funcidn del tiempo se toméd el peso humedo inicial
v . s8 registro la perdida de peso cada 24 horas hasta 1llegar
al punto de e=aguilibrio. Este procedimiento se realizd para
dos sales k2804 y KNOZE,

S 18 ANALISIS DE LOS RESULTADOS EXFERIMENTALES.

LI RIS e, XA L

En la (fig. 18.1) se encuentra representado el cambio de
la humedad (base humeda) contra el tiempo y podemos ver que
¢ necesi1tan 1% dias para deshidratar en un S50 % al soporte.
Esto es importante va que el soporte presenta una resistencia
a la deshidratacion. E1 punto mds importante es que en 2 dias
el soporte solo pierde un 3.5 % lo cual realmente no es
considerable si toumamos en cuenta gue los experimentos gue
vamos a realizar curan aproximadamente 20 horas y que ademas
se2  hace pasar una corriente de aire saturado de humedad.
Debido a esto creemos que el soporte no presenta problemas de
deshidratacion que pudiesen repercutir en la disponibilidad
de agua para el hongo. Fodemos decir en conclusiédn que el
tiempo de respuesta &l mecanismo de deshidratacion no es
‘comparable al tiempo de fermentacidn.
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519 SUSTIFICACICN,

-0% reguerimientos nutricionales de los microorganismos
son  un factor importante para que este cresca adecuadamante,
En 2l caszc de fsp, piger se han utilirado diversos medios de
zultivo. verc =) desarrollo y aprovechamiento varid. For lo
gue en esste estudio noe hemos basado en @l medio Crapech
modificado con el cual @ han obtenido buenos resultados
mantenierdo 1z relacidn C/N constante y variando la relacion
de nitrdgenc orgédnlico e inorqanico para ver la influencia de
este macroelemento scbre el crecimiento del microrganismo &n
cuestion. '

3 20 FUNDAMENTO DREL, EXPERIMENTQ.

21 enperimentc s@ basa en las necesidades nutricionales

del microorganlsmo para poder desarrollarse adecusdamente an
Ffuncion de la composicion del medio de cultivo.
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§ 21 DISFOSITIVO EXFERIMENTAL-MCDO DE QFERACION.

t.~ DESCRIPCION DEL DISFOSITIVO EXPERIMENTAL.

El crecimiento de Agp, niger cepa 10 se realizd en
columnas de vidrio descritas por Raimbault et al (1980). En
la fotograftia 21.1 se observan l&s columnas reclén empacacdas
con el soporte la altura de lecho empacado &8s de 12 cm’
‘aproximadamente. Para los diferentes experimentos realirados
la altura del lecho fue de 7 cm. Las columnas fueron
colocadas en un bafo de agua de temperatura controlada a IS°C
v con un flujo de aire de 2 l/h., Este aire fue suministrado
mediante una bomba. gque manda el aire & un . presaturador v
desoues a un humidificador er la parta interior de la columna
(fig. 21.1),

Fotografia 21.1 Columnam .
empacadas con el soporie
modelo (Ambarlita (RA-900)
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F1Q. 21.1 SISISTDMA EXPERINENTAL UTILIZADO PARA EL CRECIMIENTO DI Aspergillus niger.
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2. GUANTIFICACION LE FROTEINAS. AsWCARES 'Y eHa
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Laz rrotetnas fuardn cuantificadas mediante el método
colorimétrico de Lowry (1951). Para azsto sae toma un aramo de
zopatrte Pdmado dezpuds de la fermentacidn, @l cual se coloca
an wn vazs de precipitados de plastico. Esta muestra  sa
suspende Dial 10 S0 ml de agua destilada vy t 1 separa
mecAnicamarts meddiante al ultraturrax a 2000 rpm
aproximadansnte durante | minuto. Tenlaende cuidade de no
fragmertar la amberlita, con esta oparacidn la biomasa as
separada d2l1 soparte. La biomaza queda an el sobrenadante al
cual es separadoe con una pipate automdtica. Esta oparacién sa
repite hasta terer libra de soporte a la bhiomasa, teniando
unicanetta bhismazes an el vasa. Sa homoganiza nuevamnente an al
wltraturra: aumentands al tiaempo de axpogicidnm asi come  la
valaocidad 12000 rem, De esta marcla ze toma 1 m]l an un tubo
de enzaye v 3z le agrega 3 ml de NaCH 1 N.



Se tapa v se coloca =2n un bafio & temperatura de ebullicidn
durante S min, para detener la reaccién inmediatamente se
deberd de poner en bafic de hiela. Una vez fria la muestra se
le agregan S ml de una solucidn que estd compuesta por:

-50 ml de solucidon A: 20 a4 de carbonato de sodio en 1000 ml
de NaOH 0.1 N.

- 1 ml de zolucidn B: 2 3 de tartrato de sodio vy potasio en
100 ml de agua deztilada.

-1 ml de solucidén C: 1 2 de sulfato de cobre en 100 ml de
agua decstilada. Se agita en el voartex y =ze deja teposar- en la
obzcuridad 30 minutos, posteriormente se agrega 1 ml de
reactivo de Folin-Ciocalteu diluido 1:1 con agua destilada.
Se agita en el vortex vy se deja reposar en la obscuridad 30
miritoz. Finalmerntes = mide la absorbancia a 750 nm,
comparandas  contra un estandar utilizardo filtro rojo. Las
medidzzs =zorn realizadaz fpor duplicado en cada experimento.

w

Con loz datoz de
corsentracsil b, - li
ziguiants ecuacldr b

la curva estandar de absorbancia vy
izd una raegrezidn lineal aobteniendo la

w L &

0.00604%5

Dornde s

Comcentracidén de protelrna 2n ma/l.
Derizidad &ptica que =e obterga del praoblema.
Coeficiente de correlacidn de: 0.99



*  AZUCARCS

Loz azdcares rasiduales fuardn medidos mediante el
métoda Fenol-sulflrico (modificadeo). Urna vezr separada la
bicmasa del soporte &l scbrenadarte ze filtra v se afectua
uma dilucidn 1:2 v 1:1 seain al tiempo de fermentacidn., Luega
g2 toman 2 ml de muastra y e le agragan 4 ml de reacktivo
Fanal=-Sulfurico previamente preparado (S0 mg de fernol an S0
ml de HZS04), Al agregar &l reactive se daberd hacer
lamtamerte ya aue la reaccidn es excbérmica, =z agita en el
vortex y e deja enfriar a temperabura ambiente durante 20
miridtoz desputz ze leé inmediatamente la absorbancia a 480
. Lol log  datoz de absorbancia contra corncentracidn sze
realizéd uma rearezidn lineal obtemniendo la siguisnte ecuacidn
raordenada;

Yi = 680,3176 % X1+ 3Ll i (&)
Dowvde

¥1 a2 Copcantracidn de azdcar e mg/l.
W1 = Demsidad dptica del problama.
Coaeficierte de correlacion: 0.99%48

para uwhilicar la ecuacidn vease la nota.

El pH = medido de la siguiante mamsra. Se toman 2.5 g
e meestra v e le agregan 25 ml de agua destilada, se apita
cort wn caframe duramte 8 minutoz vy ose detarmina el g
mediante um potencidmetro electrénica,

NOTA: Fara hacer uza de la ecuacidn (2) y (3 cada qua e
efactiiz la lectura de una muastra problema cdeberd de leerse
uria mueshra de concentracidn conocida (de la curva patrém)
Fara asi cormcazer el factor Jde error con que se trabajb y
carrFegir log datos experimentales.
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ODbO DE OFERACION

* COMPOSICION DE LOS MEDIOS UTILIZADOS

Los madios de cultivo para este experimento son
basicamente iguales. Lo aque difiere es la relacidn de
nitrogeno organico e inorgdnico como se puede apreciar an la
siguiente tabla. ' '

RELACION C/N = 12,

iCONPDNENTES ! I : I1 I1I : Iv \% g
| RELACION i ! i ! ! !
{DE NITROGENO i ] ' | | !
1ORGANICO E 1 08100 | 28:78 | S50:50 | 73:25 | 100:0 |
i INORGANICO i ! ! ! ! i
| e e e e e - e -  —— ——— ——— ——— —— — - - ]
1 8ACARDSA [ 4 i 65 | 63 ! &5 i 65 !
B x
1 (NH4) 20504 P10.74 } 8.06 1 5,37 | 2.48 | o |
HE T e — — ——— ——— o ———— — — = - - - - |
TURER i v bo1.22 1 2.44 | .66 1 4.8B8 |
{mmmmm e S P :
iK2HFO4 ! P ' 2 ] 2 } 2 | 2 :
: ______ D e e o S e e 1 S T S —— -1 T U O S S G S0 108 PR SIS G VU U A S S JE S ——— '
{MB04 N T T
b i e st o 1 v e e Vo o Ve e S i s S T e o T e e e e o Bt S 7 W e e ' S G l
HRCL { 1 ! 1 ! 1 | 1 1 1 1
: ——————————————————————————————————————————————————— o 20 A A T R T R (R TR TR 10 S S S S e S -!
{Fet04 P Q.02 1 0,02 1 Q.02 1 0,02 ) G.02 |

Tabla 21.3.1: Compozsicidn de los diferentes medios
utilizados en el proceszo de seleccion. Las concentraciones
estan dadas en g9/l.
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Fara estos experimentos las condiciones experimentales son:

- Humadad inicial del soporte: 58 %

- Flujo de aira:r 2 l/h

-~ Temparatura de oparacidn: 3%5°C

- Cantidad de sofporta utilizade por columna: S @ (secog)
-~ Cantidad de indculer | ES esporas/g £. seco

- pH dal medio de cultivo: 2.7

- pH de la amberlita: 5.5

el bt e e e B 0 Sees e - =

La &amberlita IRA-900 tiere urma cierta humedad cuando
llega al laboratoric, . Entonces 1o primaro que se hace es
zacar la smberlita a 720°C durante 48 horas y ajustar al pH a
5.% con HC1 1 N, para esto por cada gramo de amberlits seca
7@ le agragan 4 ml de agua destilada, ze agita y se agrega
HCl 1 N hasta un pPH de 5.5 (lactura dal potencidmetro). Una
vez terminado aste paso s elimina la mayor cantidad de
sobrenadanta v se enjuaga el soporte, para lo cual se agregan
2 ml buffar de fosfatos pH 5.9, por cada gramo da soporte una
ver enjuagado se decanta para elimjinar la mayor cantidad de
sobrenadante v se procede a sacar durante 48 horas a 70°C.

Se prepara =1 medio dea cultive (tabla 21.3.1) vy se
ajusta ] pH & 2.7 =ornm HC1 1 Ny a 30 ml de medio se la
adicioran = gotas de tweer 80 y za eastariliza por separade
durante 135 min & 15 1k de presiédn. Una vexr asstdril el maedio
con tween s= utiliza para la suspencién de esporas, el conteo
se efectua en camzra de Newbahuer, se calcula el volumen en
que se tendridn T EZ esporas y al voluman necasario para tener
&l 958 X de humedad ze loara agregando medic de cultivo.

_—— M =, = L SR EELLL Sflaefient aTAas il SRt erneSso

Uha  vez aaregado el volumen neceszarico se mezcla y  se
empaca er las colummas de vidrio, Jue en la parte zuperior
llevar wun  tapén de alacddrn v en la parte inferior um
humidi ficador a través del cual pasa ] aire. '
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El tiempo de operacidn escogido fue de IO horas pasado
octhe tiempo se cuantificard 1la biomasa. los azucares
residuales v el pH.

§ 22 ANALISIS DE RESULTADOS EXFPERIMENTALES

51 se considera la cantidad de proteina alcanzada al
final de la fermentaciédn (tabla 18.1); se puede destacar gue
la relacidn de nitrdgeno orgdnico e inorgéanico (50:50)
proporciona un mejor crecimiento del microorganismo (en
nuestro caso). Ademas se puede observar que conforme aumenta
la cantidad de nitrdgeno orgdnico también aumenta el pH
final. esto se debe a que la Urea (fuente de nitrdaeno
organico) ejerce un efecto amortiguador en el proceso. Lo gue
es  importante es que con la misma relacidén de nitrdgeno
(50:50) . tambien se obtiene un pH muy cercano al reportado
nor Faimbault (1980) para el crecimiento de Asp. niger sobre
Yuca. .

Como va se dijo el medio III. relacién de nitrégeno
organico e 1norganico (S50:50). fué el que proporciond un
mavor crecimiento esto es una mayor cantidad de proteina. Lo
anter:10r se corrobora.con la cantidad de azucares residuales
cuantit:icados al final del experimento, vya que se encuentranr
en menor proporcion que en los otros medios utilizados.

For lo cue respecta & la humedad Tinal no se praesentaron
variaciones significativas ya que la variacién es de un 2 a &
% con recpecto & la humedad inicial (59 %4). Esto se debe a la

resistencia que ofrece el soporte a la deshidratacidn.

Con todo esto podemos decir gue 1 medio adecuado para
nuestros chjetivas es el medio III. Sin embargo estos
experimentos son bastante someros, por lo gue es necesario
meiorar 2l crecimiento del micreoorganismo., Fara lo cual se
puede variar la concentracivn de azucares, aumentar la
relacion C/N, asi como el adicionar algunos microelementos y
-variar los volumenes de inoculacion.
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MEDIO | NITROGEMO ’
Gutrgtos -\ mfCia | o | K5 | aRSISORER | * RO
UREA. *) ng/g s.s (#)
T,
I 100 - 0 4.6 /. 8125 8.65 55.05
—
ll 75 b 35 -“ o \‘ 1-!7 5- ..‘7 56-25

] 37.38
TABLA 18.1 RESULTADOS DEL CRECIMIENTO DE Aspergillus niger SOBRE AMBERLITA, VARIANDO
LA CONCENTRACION DE NITROGENO PARR UN C/N = 12
(% mg de proteina por gramo de soporie seco)

¢. OARACTERIZACION DEL CRECIMIENTD DE ASF. NIGER SOERE
AMEERLITA.

BonE o JUSTIF{CACTON

“1 crecimiento de fsp. nDiger a sido estudiado sobre

algunos soportes orgaAnicos, pero se a observaco que estos .
sjarcen una  inftluencia directa scobre el crecimientc del
MICroorganismo. En niuestro caso es necesario generar

informacion  acerca Jdel comportamiento del horgo durante  suo
fase de crec . niento, para asl determinar si el scporte en

gstudio realmzrnte puede ser utilizade como un soporte modelo.
e esta manera podemos saber si el soporte seleccionado
presenta  caracteristicas similares en cuanto al crecimiento
Zon respacte a los soportes utilizados en FES. como Ragazo vy
Y&,
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5 24 FUNDAMENTD DEL EXPERIMENTO

£1 deszarrcllo del experimento ectd basado en las
condicionez oéptimaz de crecimiento del honao vya conocidas
como: reguerimientoz nutricionales, temperatura y pH. Con
ectozs  pPardmetroz espsramos que el horgo pueda desarrollarse
adecuadamente =chre el soporte, Mediante un ruestreon
petriddico dezzamnozs comocer la cCindtica de corecimiento, el
conzsums de zustrato, la variacidnm del pH, la produccidn de
coz vy el comsunc de 02, la diszsponibilidad de agua, la
humedad, la caida de precidn, la desviacidnm del tamafo de las
particulas y la variacién del Jdiametro promedio de particula.
Con todos estoz parametros  podremos  comparar con otras
astudios realizados anteriormente sobre soportes almidonados
{(Yuca) zobre bagazo de cafia. :

Fara s=te experimsmnto ze utilizaron colunnas de vidric
dezcritas por Raimbault 2t al en 1920 {(veace fotoarafia 17.1
y figura 17.1) dichas colunmnaz estan colocadas dentro de  unm
bafic dz  temperatura controlada a 35 °C, las colunnas en la
parte inferior tisrern un hunidificadar através del cual  pasa
el aire 92us &= suninistrado mediante una bomba de vacio el
flujo de Z 1/h a2z reaulado mediante llaves de pasc (ver fiag.
21.1). :

z.- MODD DE QFESACION

El rH de la amberlita tiens que zer ajustado a 5.5 can
HC1 IN. Fara ezt =2 pa&dina  No. &2 metodolagla
(tratami=znto del soporte)., : -
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La composicidn del
Sacaroca 65.00 g9/1
(NH4) 2504 5,37 9/1
IJREA 2.44 q/1
ZP04 2.00 g/l
MasD4 1.00 9/1
el 1.00 a/1
Fasid .02 371
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T guspearncidr ce sqitarn medisarte un agitador magnético vy el
cont e 2] hace mnediante una cémars de Neuwahuer al
microzecopia, Sa czlcoula cual ez el volumen necesaric para
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* DESAROLLO DE. ZWPFERIMENTQ
Wha ver terniends el soporte y el medio de cultivo com
&l pH deseady vy conociendo el volumen de asporas a utilizar
22 procede o pesar S g de goporte se le agrega el volunen de
esporas ouwe contenga 5 ES esporas vy se completa al $9 X de
Pugmeedad cor o medio de cultive, ze mazcla perfectamente v se

proceds a snpacar las calumnas, laz cuales tienen e el forde



N pedazs de alocddn para evitar que el soporte caiga de la
columna, una ve:z empacadas las columas se coloca un tapdn de
algoddén en la parte superior., las columnas son montadas sobre
wn  saturador y este conectado al flujo de aire. Una ve:z
armado el sistema se introduce en un bafio a X5 °C para
incubacién posteriormente se van retirando las columnas en
‘uncidon del tiempo, para poder segquir asi la cinética de
crecimiento. Para poder sequir la cinética de comsumo de 02 y
produccion de C0O2, asi como la caida de caraa se tomd una
columna y se conecto directamente a un cromatégrafo (Gow Mac)
y para la caida de carga esta misma columna se conecto a un
manometro de agua. Los andlisis que se efectuan para tal caso
son:

- Froteina.

- Azucares residuales.

- pH.

~- Actividad del agua.

- Humedad.

— Caida de presidn.

- Consumo de 02 vy Droduccién de COZ2.

- Variacion de! diamnetro promedio del espectro de particula.

£E. METODCLOGIAS EMFLEADAS.

1.- Froteina metodo de Lowry (vease capitulo 17 seccidn A)

2.~ Azvcares rer sduales meétodo Fenol-Sul furico {vease
capltulo {7 seccidn B)

3. pH (vease caplitulo 17 seccion )
4.~ Actividad del agua {(vease captulo 13T seccidn 2)

5.~ Humedad (‘veaze capitulo 9 seccidn 2)



€.~ Caida de prezidn, para esta medida la columna utilizada
tiene wuna zalida 2n la parte inferior la -—ual esta corectada
a ur mandmztro de agua (fig.25.7.1), por lo que mediamte ol
dezplazamiznto del agua 3ue se encuentra contenida dentro del
matiémetro, podemncs  conocer la caida de presidn generada por
el cracimiento del horga en funcidn del tiempo.

7.~ Conzumo de 0% y produczidn de G022, Para efectuar estos
andlisiz =ze utilizo ura sola colunna, la cual se conecto
directamerte &l cromatdgrafo de gqases. Para conocer el
porcentaje de 02 y COZ2 consumido v producido respectivamente
atraves del tiempo. Jgue correlacionado corn &l flujo de 2 1/7k
nos permite conocer el volunmen de 02 corsumido por el Fonaa
atravez dezl tiempo de experimentacidn. La columna utilizada
patra estaz determitacionez fue una columna doble tipo CTRI.
la figura 25.7.1 muestra el dispozsitivo empleado para medir
la caida de presidn y =l conzumo de oxigenc.

14

8.- E1 dJdidmetroc del spectro de particula fus medide al
microzocopio, Fara tal zfecto se toma una muestra y se coloca
mobre uwn  portacbietos, se coloca sobre el microscopio  de
cortrazte de fazesz y con el abjstivo de 40 se realiza la
medida o=l didmetra de particula de 100 esferas. Cabe
mencichar gue uno Jde los lentezs del microzcopic pose  una

araduaciir de O a I o 1o que ez igual de I a 700 micras., el
corben  tiene Que ser rapido para evitar que la. muestra se
segue y Juae el tamafio de partlicula se  vea afectado.

Finalmernte =e calcula <] didmetro promedioco mediante  wun
armdliziz eztadlistico,

ICRO UALYULA DE
ALTA PRESICION.
| r «—TAPON
i B
-l | CROMATOGRAFO.
Sy :
GOM-1AC,
Naame# PECERA.
COLUNNA ] 4——J
——y \., S+ IDRI0.
Nt AGUA
— asc | | - J
’] SATURADOR
3
BOMBA
FI6, 257,14 SISTEND EXPERINENTAL UTILIZADO PaRA CUANTIFICAR
¢ATDA DE BRESION ¥ EL CONSUNG DE OXIGENO.
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S 26 ANALISIS DE L0OS RESULTADOS,

En la (fig. 26.1), estan renresentadas las cinéticas de
crecimiento (medida por proteinas (Lowry (1951), de consumo
de azucares (medida por el método de fenol-sulfurico.
{Mantgomery (17461)) y caida de presion (cuantificada con un
manémetro de agua. En la (fig. 26.2) estan representadas las
cinéticas de consumo de 02 (QUR), produccién de CO2 (CDFR).
asl como el coeficiente respiratorioc que es 21 cociente de
oroduccion de CO2 entre el consumo de 02 (GR).

En trabajos anteriores 21 tratar de seguir la cinética
de crecimientoc mediante la cuantificacién de proteinas no
habia dado grandes resultados, ya que la presencia de
ligninas nroduce i1nterferencia en dicho método. En nuestro
caso el scoporte como no es organico no presenta ligninas,
ademés la utilizacion de esta técnica ha sido posible por que
la biomasa es separada del soparte casi completamente.
Obteniencose wun sobrepadante con la biomasa la cual se
homogeiniza para poder tener una alicuota representativa vy

pode:r efectuar los analisis, Esto nos permitio hacer
confiables v reproducibles nuestros resultados.
:K".
. ~ % ? j |I E
-8 s CRIOR DE PRESION. .f"‘.'*-*:_:--*f B
@ Mf ¢ g ’ G T
25 o PROTEINA / /u\n J/ P T
w8 ;
0t @
oo 2 g4 # AZU. CONS. i g
- ' &= el o
D) S
N/ 6 ) / '8
[T (H 5 4'* © J‘
= 24 s E
S |- r/ o S
= LT g'u 5 Ja z
B | = ) D
[7p) 3 —
=z nt - # L @
3 a -iu -] 14 %
£ 2 ST o &
L% ar o=t e L
g S w
g:: SR o Jl
s} ioF 1 ”’ P
] 'J’ o
=4 " —
[ ud o (he< — 1 i —d —_— u o
0 ] 10 18 20 ] 0 O
TIEMPO BN HORFS
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t os resultados obtenidos después de varios

os, hemos observado que el crecimiento de AsE.
niger <cobre amperlita, presenta una fase lag o de retardeo
zntre ¥y 10 haras, mientras que la fase exponencial o de
crecimiernts =& mantiene hasta las 23 horas v la fase de
mantenimlento o estacioraria a partir de las 23 horas de
fremerntacidn. Este comportamiento es muy similar al reportado
por Orinl (Crecimiento de Asp. niger sobre yuca(l98&)). Al
respects cabe mencionar que aunque el crecimiento sea similar
no ez tan abundante comc en €l caso de 0Oriol. Nosotros
Alacanzamaos un maximo de 7.27 mo de proteina por gramo de
H0D0rtE s@co. La cinetica de consumo de azucares (fig. 26.1)
presesnta un perfil, que nos permite correlacionar las
diferentes fases de crecimiento del hongo. con la cinetica de
proteinas. 51 a2 esto afadimos gue 21 consumo de azucares al
finalizar el proceso (20U horas) es del 90 %, teneniendo asi
un  rendimiento del sustrato (Ys)= 0.14679 mg biomasa/mg de
sustrato consumido, y un rendimiento de transformacion de
azicares a proteinaz (Rx) del orden de 0,067 lo cual
representa un 6.7 % La tasa especifica de crecimiento (Mu),
fue calculada a partir de la cineética de proteinas. Fara
poder conocer Mu, la cinética de protelnas se ajusto a un
modelc logistico. El cual supone que el crecimiento es tal

ague para Kk » Q):




—————— = e 1)

Esta funcion es conocida como funcidn de crecimiento
iogistico. Esta curva tiene forma de S. Notese gque para t=0

WS e ()

v cuando t 00 w=® . Por lo tanto &« y E son las
condiciones iniciales de la funcién vy es el valar
asintéticc de la Tuncion para t=0 y para poder tener el
ajuste B : 0. ' :

i tomamos de  la ecuacion (2 épt y del modelio Cde

crecimiento lineal (Monod) tenemos que:
ax

———— = (Mu) X (4)
dt

integrando v rearra2glando la ec. (4) tenemos:

(Mu) t
{ = @ + Xo (3)
(Mu) t -kt
podemos observar que en la ec. 4, e y en la ec. 2, e
por lo tanto -k = (Mu) la cual representa la tasa especifica

de crecimiento. Aplicando el modelo logistico, para nuesiros
datos, tenemos la siguiente funcion.

(C*x)
A Ox e

T(3) T o e (&)

1 + F *# A » e(c-x)-l
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=i correlacianamcz la ec. 4 con la £, podemncos ver guas
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For 1o tanto la tasa especifica de crecimiento (M) =

0.224 /hrs.

El perfil de velocidad de comsumoe de 02 (fig., 26.2).,
prezaenta wn perfil =imilar al de la protelina. de  donde se
Fuede obhzarvar gque exizhte una Jdiferencia de 4 & o horaz entrea
la maxima actividad respiratoria y el tiempro de biomaza
me, estos resultados corroboran lo repcortads por Oricl
= et dorde 2] ercuentra una Jdiferencia de 2-3 horas.
para  Asp, tiger sobvwe almidén de yuca. El hecho de aque
mogobras termgancos Wl mayor  intervale de tiempo, pusde
atribuirze al cormsume de azdicarez asn nuestro cazo al llegar a
la faze de manternimiznto el consumo 2 del 82 %, Si Lomamo:s
e cuenta que parte de esta azudcar la utiliza 1 horngo  en
respiracidrn ldgico ez que al faltar azdcar en el medico el
coeficiente rezpiratorio tendera a bajar, zto =e puade ver
e la (fig ZA.2) ya que el OR durarmte laz primeras horaz =e
mantisre comstante 2n oum valor de 1. pastericormente enpiszia &
bajar. Retomando lo arterior v garaficando &1 022 conzumido
conbra el comzumno de azbres obtenesmoz una relacidn de 00137
moles de 012 conzumido por cada miligramo de azdcar consumida

(Fig.: ) Car Wha ocorrelacidn de 0.9 =i tomamos en cusnta
qQuz  para  oxidar wuna molécula de zacaroza ze heczsitan 1z
moleculas  de OZ. Obterzmoz que 21 17.44 X de la zaczaroza ==
coarnsume 2 respiracidn.
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2 1nZiuve el analisis de calda de
carcs @ puede ver que el pertil de caida de
carua _ acichnar muy bien con la cinetica de
crecimiento. == =2 atrlbuye a 1o siguientes conforme el
horoon  craoe era una nueva fasz solida dentro  del
reactor, solida es =21 micelio del hongo v es a
nivel inta: (foto. 25.1), vya gue en este casoc el

1

M

m T n
ot
I ERLll
L+
-t

hongo crac =lal 21 sacgorte ¥y no dentro del mismo. Esto
proveT s aue  =e opetruccidn al- flujo de aire,
gensrandl azi ia ‘ga, para el flujo de 2 1/h, el
masinn  saLlar = I omm de anua  desplazada. Este
wAaloy punds ser ceqoefic cern 1o interssante €% que con este

CONCCer 1os Duntos mas importantes

ranoo e '
simientoy, el inicio de esta y el momento

de lz cinsticz
en aue

=1 Ta2se de mentsEnimiento 12 y Z5  haras
recrere § o tanto. gate parametro resulta

caid

imporitan i : & de carga es consecuencia del
creciniencs v mediante este podemos tratar de cuwantificar una
medids de wiomasa indirecta, correlacicnando ambos.

Cotooratfia 24,1 Obzarvacisn al microscupio del crecimiento
e A riger sobre el =ocortz. Escala de referencia 1 om =
Pl

b}




Maediants 2! perfil de pH (fig. 26.4) ze puede obzervar
quiz durante las primeraz horas, =z manitiene cons=tante ya gus
oz encontranczs 2n la faze de acoplamiento. Posteriormente =
pusde ob=ervar wuna rapida acidificacidn, eska es en al
Fericod: de de la faze de crecimienta. Firalmente a partir de
ia 25 toras ze prezssrta un ligero incrsmneshbc, el cual ==
pus=de alribuir & gusz el Fonar entra oen una dtapa de

autdliziz=.,

For lo gue respecta a la Aw (fig. 26£.5), cabe menciconar
SuE la prezicidén de los= valores ez dae 0,003 v que =1 rango
de laz medidaz ez pegquefio. Sit embatraoc e pusde observar que
durarte la faze lag ze mantierns conztante la Aw cor ul valor
de (0,977, posteriormente = ve una tendencia de incremento
e la parte de crecimientao hazta llegar aun valor maximo de
n.924., Esto ez d=b1do & qQue el horngo 2z caraz de inporner una
cierta actividad de agua con un valor cercamc a1 (Qricl vy
col. 1 3 Aurque bambiién ez posible que la disminucion  de
1oz pusda favorecer ssta tendencia.
ecto & la bumedad (fig., 26.35), ezta ze mantisne
—azi LUHSt e en promedico T7 M (kaz Plmeds) , tam  =olo
perdiends a2 M. E=zto ez importante va que abservando la
(fig. ZEG6) ., vamoz  gue la diztribucidén del tanafic de

particulas contra 21 tiemps o e ve afectada por variaciore:
drazticaz  en  la  humedad, terniendos azi wuna variacidn  del
didinetre  medizes (DAY, aue oscila entre &30y &40 micras
{(fig. Z&.7), com una digpersidn del 5 X aFrroximadansnte, Ezte
(DA fuz obtenids de la grafica de barras . {fig. 26.6). EIl

[Tt de  gue el fluyjo de aire rno varle durante la
farmaentooidn : debe al uzo de unx micravidlvula de altx

Eracislde, adand:s  ern promedic el didmetro medic de 1:
dlztsibucibm de particulazs o cambia a traves dzl tiempo, la
Ccaica Jde Caras que ocurre et debdda unicamente al crecimianto
del homac aqus ileva a cabo an el ezpacio interparticula.
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Fig. 26 .4 Comparacion de los perfiles de crecimiente y pH.
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F. CONCLUSIONES FARTE 111,

=1 eztudio de caracterizacion de crecimiento @ de
Acsp.nicer, sobre amberlita IRA-900, esta basado en la

stribucidn homogenea del medio de cultivo asl como del
insculo. &demas de un pH inicial adecuado, una humedad vy
temperatura ootimas., Todos estos parametros permiten un
crecimiento selectivo del nongo. Debido a la alta
concentracion de esporas no se reqguieren condiciones
asepticas  para el procesoc. Lo cual permite comprobar una de
ac ventajas de la FES. sobre la fermentacidn liquida.

En esta parte del trabajo se encontraren resultados
interesantes, el primerno es que el crecimiento del hongo se
lleva & cabo scbre la particula, formando una especie de
malla alrrededor de la esfera. fAdemdg este crecimiento genera
informacion para la cuantificacion de la caida de carga. Este
punto es importante va gue anteriormente en otros trabajos no
=a nabia tomado en cuenta. al parecer se puede encontrar un
Tactaor de correlacidn que relacione la biomasa con la caida
e carca. For otra parte el +{rabajo presenta algunas
ventalas una de ei1las es gue separamos en un 100 % la biomasa
del sooorte con relativa facilidad. Lo que permite que las
prushas de cuantificacidén de proteinas v azdcares sean
rapidos v reproducibles. Los resultados encontradeos ueden
sar  compaerados con estudios de crecimiento para Asp. niger
en soportes de  tipo organica. Aungue Llos resul tados
encontirados som menores gue los reportados para los estudaios
menciorados. Cabe sefalar gue parte de los objetivos de este
trabajo era  la caracterizacion del crecimiento del hongo
sobre ¢l soporte v no la de optimizacidén. Por lo gue respecta
al soo

e

v

T S8 bservo que este no se deforma durante el
crecimients  del hongo, asil como la variacion del tamafio de
marticula mantiene en un rango constante. Este soporte
nermitio hacer nadz sencillos los andlisis asl como tener un
mejor control sobire el oroceso.




La importancia de um zopcrte modelo esta basada ern las
ventajaz vy cCaracteristicas del misme. Debido a esto se
selacciono  un soporte bajo loz criterios de: inhibidores,
capacidad de retencidn de agua y conocimientos de paridmetros
fizicoquimicos. El zoporte zeleciconado fue la amberlita IRA-
201, E=zta rrezenta laz siguientesz ventajas para el estudio
bazico de FES. Eztaz ventajas zor: :

- No prezerta inhibidorez para 21 crecimiento de Azp.niger

- Tiene urna alta capacidad de retencidn de agua =in presentar
ferdnenos de dremaje macroscdpicos.

- Conocemos bastante informacidn sobre dicho soparte: forma,
tamafo, porosidad, zelectividad, =ste.

Laz caracterlsticaz que presemta el zoporte selecignado
permitic avidaenciar 21 tipo de crecimiento del hongo. Esta es
=1 tismpos  ern o gque zZe llevan a cabo cada una de =zuz faszes de
crecimisnto, faze laa, fa fase zstacionaria,
azl como @l tipo da crecimianto dertrd del reactor, gue 2 a
nivel interparticula. ’ )

o otra parte ezte tipo de  crecimiento Fermite

evidenciar auez la formaczidn de una rueva fFase sdlida  dentro
del reactorr, esto 22 el crecimiento del hongo, que aenera
efects o la caida de caraga. Ezte ferndmnero o habla =zido
correlacionads antaericormente, pero pusde correlacionarze para
tratar Jde cuaritificar la biomaza de mamera indirecta.

Tambid&n e abservo gue durante =1 crecimiento no khay una
destruccidn de la matriz ni deformacidh del soporte.  For lo
gque rezpecta & la cuarnbificacidn de biomaza y azdicares parecs
maz =zercilla que comn soportes de tipo orgdnico. En 21 cazo de
laa biomaza =zta 22 zeparada en =i totalidad del soports
maediante ura ze azidm meciriica, adema=z =] zoparte ro ez
fraamentads o 1o que puede treutilizar mediante LA
ratamiar

ot

Cory 1o snberior ze puade ver que 2] zoporte seleccionado
puseds  ssr yhilizado como une =oporte modelo en eztudicos
exparinentales a nivel de disefo de reactores asl como en =l
mooda ]l an oo matamatico. '




Finalmente por 1o que respecta a este trabaio, el
objetivo de caracterizar el crecimiento de Asp niger sobre el
soporte se cumplio ampliamente, vya que se conoce el tipo de
crecimiento scbre el mismo v el tiempo que tarda. FPero euxiste
un factor importante no se tiene un alto contenido de biomasa
y. el consumo de azucares es del 90 L debido a esto si se
auiere optimizar el crecimiento del hongo es necesario
incrementar la cantidad de azdcar inicial, va que en nuestro
caszo el sustrato (azucar) puede jugar un papel limitante
teni1endo asi un bajo contenido de biomassa.



S 28 EIBLIOGRAFIA.

-Barrios, J., Fermentacidn solida de la yuca control  de
calidad y 'nuevos productos dearrollados., Tercer informe
técnico semestral., 27~Enero-87., UAM-I.

~Carrizalez. Ve Rodriguez. H. . Sardifha, I., (1981)
Determination of the specific growth of molds on semi-solid

<ver

cultures. Biotecnology and biocengineering., 23, 3I21-333.

-Durant, A., Chereau, D., (1988) A new pilot reactor for
solid-state fermentation: Aplication ta the protein
enrichment of sugar Heet pulp. BRiotech. PBiceng., vol. 3Z1.
476-436.

-Gervais., p., Bazelin, C., (1986) Development of a solid-
substrate fermentor allowing the control of the sustrate
water activity. Riotecnology Letters., 8 (3), 191-196.

-Georgiow, G..-Shuler, M. L., (19846) A computer model for the
growth and differentiation of a fungal colony on solid
substrate. Biotech. Biceng. vol. 28, 405-416.

~HESSEIL.TINE, W., C., (1972) Biotechnology report (solid state
report!. Biotechnol. BRiceng.. 14, 517-33%2.

—Jerneke, koo Cimernman, A., Ferdin, A., (1986) Comparasion
of different methods for protein determination in Aspergillus
niger mvcelium. Appl. Microbilol. Riotechnotl., 23, 445-448,

~kim, J. H., Hoscbuchi, M., Rym, D. D. Y., (1985) Cellulase
production by a solid atate culture system. Riotechnology and
Bicengineering. VYol. 27, 1445-14%0,

-Laukevics, J. Jey Apsite, A. F. Viesturs, U. 5., tergerdy.
R. F., 11985 Steric hidrance of growth of filamentous. fungi
in solia =zibstrate fermentation of wheat straw. Biotech.
Riceng. Vol. 27, 1687-1691. :

=1.3



~Lonsane, B. k., Ghilyal, N. P., Budiatman, S., Ramakrishna,
S. V.. (1923) Reviw engineering aspects of solid state
fermentation., Enzyme. Microbiol. Technol., 7, 258-2635.

-Lowry, 0. H., Rosebrough, N. J., Farr, A. L., Randall, R. J.
(1951) Frotein mesurement with the folin phenol reagant. J.
Eiol. Chem., 193, 2465-27%.

~Mitchell, P. F.. Greemfield and H. W. Duelle., (1984) a
model sustrate for solid-state fermentation. Biotechnology
fetters.., 8 (11, 827-872.

-Montgomery, R., (1961) ERiochem. Eiophys. Acta, 48, S91.

-Maraharay, H., Foyama, Y., Yoshida, T., Atthasampunna, F.,
Taguzhi, H., (1984) Control of water content in a solid-state
culture of Aspergillus ory:zas. J. Ferment. Technol., 62 (5),

455-459.

—0ricl, E., Cultivo sobre soportes impregnados. Informe
interno. Datos no pubklicados.

—0Oriol. E.. (1987 Croissance de Aspergillus niger sur milel
eu snlicde: Importance de 1’ eau et de l'activite de 1’ agua.
tesis de doctoraddéd. ORSTOM-UAM-1I.

-0+iol, E., Raimbault, M., Fousos, 5., Viniegta, G. G.,
(1988) Water and water activity in the solid state
fermentation og cassava by Aspergillus niger. Appl Microbiol.
Riotechnol., 27

ATE=305,

-0rinl, E&., Shetino, E.,'Vinieqra, G. Raimbault, M., (1988)
Solid-stete culture of egperqillus niger on support. J.
Ferment. Technol.. b&é&, TI7-62.

-Ointero, FR. R.,Ingenieria bioguimica teoria y aplicaciones.
. Alhambra Mexicana. Mésico 1981. -

a7



—-Raimbault, M., Alazard, A.. (1980) Culture method to study
fungal growth in solid fermentation. Europan. J. Apll.
Microbiol. Biotechnol., 9, 199-209. .

-Rohm and Hass. Ion exchange and polymeric adsorption
technology in medicine, nutrition and pharmaceutical
industry. Rohm and Hass company. 1987.

-Rohm and Hass. lon exchange resins laboratory ouide. FRhom
and Haass company. 1988.

—Sato, K., Nagatani, M. 5. S., (1982). A method of supplying
moisture to the medium in & solid-state culture with forced
aereation. J. ferment. Technol., 60 (6), 607-610.

-Sato, K., Nagatani, M., Nakamura, K. I., Sato, 5., (1983)

Growth estimation of Candida lipolitvyca from oxigen uptake in
a solid state culture with forced aeration. J. Ferment.
Technol., 61 (&), 6Z2T-62

~Wei, C. J., Tanner, K. D., Woodward, J., (1983) Elucidating
the transition between submerged culture and solid-state
bakers ' .yeast fermentations. BRiotech. Rioeng. Sympp. No 11,
541-5572.

88



ANEXO 1}

ESTUDIO EN REACTOR DIFUSIVO ISOTERMICO-
DE LOS PARAMETROS DE LA CINETICA
DE CRECIMIENTO DE Asp. niger.



Le fermentacidn en estado s81ido es un conjunto de fendmenos bastents complejo
que acopla 12 biologia y la ter modi némica. Si influyen 1as condiciones de cultive ( medio de
cultivo, microoganismo, concentracion de los elementos,.....), no se debe olvidar que el
microoganismo tiene que desarollarse en un ambiente bien especifico. En 1a mayoria de 10s
ca30s %8 sopla en 108 reactores un aire de composicién en oxfgeno de un 21 % y en dioxido
de carbono de un 0 %. Sin embargo, otres condiciones pueden ser 1as mas apropiades para
el crecimiento o 1a produccidn de metabolitos. Ciertos autores mostraron que las condi -
ciones ambientales podfan influir sobre el crecimiento del hongo i 18 produccfon de los
metabolitos (Bejarecherye ycol., 1980).

2. OBJETIYO

E1 objetivo de este trabajo s, en primer 1uger, buscar un sistema fisico de reac-
tor en el cuel se podrian desacoplar 103 fendmenos eacencieles que occuren durante une
fer mentacidn. Es decir un sistems en dinde se pusde minimizar un fendmeno & fin de sim-
plicar la interpretacién de 108 resultedos.

Retbhun y Shuler { 1983) estudiaron en un reector no iaotormico ls dlfmién del
0, y CO, con un sustrato de soya. Sin embergo no pueden llegar & conclusiones por el

hecho que el soporte es complejo y tambien que existen tres fenomenos acoplados: difusién
gaseosa, transporte térmico y crecimiento de! honge.

Pars este estudio usaremos el soporte modelo ya bien caracterissdo {anexo |) por
el cual conocemos un méximo de pardémetros fisicoqufmicos. Diseflaremos un resctor de
tipo isoter mico para quedarnos solamente con dos fenomenos: difusién y crecimiento. En
este reactor se desarrollerd durante la fermentacidn un gradiente axisl de CO, y 0, a fin

de estudiar 1a influencia de este grediente sobre el crecimiento.

3. DESCRIPCION DEL DISPOSITIYO EXPERIMENTAL

El sistema experimental usado en la realizacién de 1os experimentos se encuentra
eaquematizado en 1a figura 11.1d y consta esencialmente de:
1. Suministro de aire por medic de uns bomba de 1/4 de Hp. El flujo de aire pase antes de
entrar al seturador por un presaturador el cual se encuentra 8 une temperatura de 34 °C
regulada con el empleo de una parilla electrica. ,
2. Satyrador. El recipionte contiene agua destilads al igual que el presaturedor yel aire
88 suminist e es en forms de pequenes burbujes empleandoce pare esto pequenos burbu-
jesdores comercisles.
3. Yélvulgs de bronce. Son utilizadss pera regular el flujode sire irlbpandiemo para cada
reactor.
4. Termopares. Son de tipo K cromel-alumel y contribuyen a 1a medida de la tempersture
a las diferentes altures del reactor. _ _
S. Amberlite. Es ¢l soporte experimental. ’
6. Tapones. En todos 10s sitios de 1a columna de muestreo son colocados tapones especiales
que fecilitan la experimentecién en cuelquiore de 105 casos ye sees ol grediente de tempe-
raturs o el de dioxido de car bone~oxigeno.
7. Incybadora. Es el sitio especifico donde de lleva o cabo 1a fer mentacién & une tempera-
turade 35°C.

8. Crometografo de gases. Se emplea pare medir 1as concentraciones de 0., y CO.,, 8 dentro
b _
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de 1s columne.

Se utilizeron dos tipos de columnes qus miden 8 cm de lergo por 2 cm de diemestro
(fig. 11.1a-b). Una de ellas tiene orificios de aproximedamente 0.5 cm de dismetro s lo
largo de 1a columna quesirvieron para muestrear la evolucion del oxigeno consumido y
dioxido de carbono producido empleando jeringas de 100 nl. Ademés estos orificios sirven
pars medir 108 gredientes de tempersturss. Los orificios al iguel que 1a parte inferior de
1a columna 36 encuentrap tapsdos con tapones de hule. Lo otra columna también se encuen-
tre tapada por ls parte ﬁ\forior pero no tiene orificios o 10 largo. Esta se uso para las
medidas de pH, humeded, Momtsa

4. CONDICIONES EXPERIMENTALES

Las condiciones experimentales son 1as siguientes:
- ¢l medio de cultivo y 133 diferentes cogeentracioms de elementos usadas son similares a
los del anexo | (p. 72 ).
- La tempersturs de incuhacibn es do de 35 °l:
-0nf ujo de aire que secimpone en 1a parte arriba del reactor perpenﬂlcularmm als
direccionZ,esde 10 1/hr.

4. RESULTADOS ¥ DISCUSION
4.1 Yariecién de 1o temperature u de 1o humeded rolative del sire

Se presente figura 11.2 18 variecidn.contrs el tiempo-de 1a temperaturas del aire y
de 18 humeded del aire medidos en el flujo de aire en 1s parte arribe del reector. Se obser-
va que la temperatura del aire se queds constante durante toda 1a fermentacién en un valor
t(le 34.6 ;C este valor esta similer en prormdio a la temperature que s¢ mide en el reactor

fig.1.3

La humeded relaﬂn del sire (HR) medide con el sensor de bulbo seco Y humedo es
constante durante tode 1a fermentacion. E1 valor se queda en promedio a un 97 5.

4.2 Parfiles ¢ tamperatura, humeded., ol 8 Miomess,

~ Se presenta figuras 11.3 1os perfiles de temperaturas obtenidos por diferentes tiem-
pos de fer mentacién. se observa que no existe gradientes en et lecho y que en promedio la
temperastura se quedq en un 34. 5 2C_, temperatura similar a 1a temperstura superficial
del aire (fig.11.2). Podemos ya conclulr quepl reactor no presenta gredientes de tempera-
tura y que no esiste transporte por conducion termicaenladirecciénZ.

En la figura 11.4 observemos que 1a humedad del soporte se queda s un S8 ® £ 1.5
¥ durante tode la fermentacién. Tampoco no se observe nimun gradiente de humedad enla
direccion 2.

El pH (fig.11.5) disminuye de 4.9 & 3 de maners similar a 1o que se encontrd con
un reactor convectivo {anexol, p.80, fig.26.4). No presnts gradientes uxiolu durantela .
fermentecidn.

Se presenta on 103 18 figura 11.6 perfiles de biomass & diferrentes tiompos de fer-
~ mentacidn. se observa un sumento smn 1s biomasa de arriba hacis abajo del reactor. Los
velores de biomease obtenidos son comperables o 103 obtenidos en reector eomectlvo
(amxol p75 fig. 26.1).



4.2 Perfiles e CO,w 0. Dalance de materie.

Se presents en las figures |1.6 bis y 11.8 les variaciones contre el tiempo del Co,y
0, medidos & diferentes altures del reactor. Las figures 11.8 y 11.10 nos muestran los
perfiles de CO, y 0, 8 diferentes tiempos de fer mentacién. Podemos observar que alcan-
28mos un 12 % de CO, y un 8 T de O, en la parte baja del reactor. Existe un fanomeno de

acumulacién por ] hecho que existe un resistencie de difusion.
Usando un balance de materia de 0, (eq.1) y CO, (eq. 2)se pueds calcular las tasas de

producin de CO, (CDPR) y conaumo de 0, (OUR) en cada niveles del reactor y para dife-
. Tentes tiempos. | o ,

202/21=Do,.2202/ 222 +0UR )

dC02/3t=Dco,.d2C02/ 322 +CDPR (2)

Do coeficiente efectivo de difusion de 0,
DCo,: coeficiente efectivo de difusion de CO,

t: tiempo
Z: axis de transporte.

Los coeficientes efectivos de difusion son coeficientes macroscopicos los cuales
tomen en cuents 1o porosidad del lecho poroso.

“Se presenta en 189 figuraes 11.10,11.11,11.12 1os valores de 1a tasa de consumo de 02
a diferentes niveles pare diferentes tiempoo de fermentacidn. Se observa un aumento de la
tasa contre el tiempo y un maximo en la parte baja del reactor. A este nivel del estudio se
podrie decir que el consumo de oxigeno es més répido en la parte baje del resctor que en
los primeros niveles. Este fenomeno serfe bien correlecionado con un méximo de biomasa
en el fondo de 1a columne (fig 11.6).

Con los valores de 1a tasa de consumo de oxigeno (OUR) y de 1a biomasa se puede
deducir el coeficiente de activided respiratoria Q02. esta relacién se escribe: .

OUR=Q02 .X (3)
X: Biomasa g seco/ g de soporte seco.
Presontamos figura 11.13 para los diferentes niveles del reactor 1a tasa de consu-

mo de oxigeno (OUR) en funcidn de 1s biomasa (X). El velor promedio del Q02 03de0.14
‘ml 0,/g h, velor similer al encontredo por RAIMBAULT (1980).

- 43 mmnmmmw
‘ | Se presenta en la figure |1.14 1a variecidn de 1a biomesa en funcién del tiempo



para diferentes niveles. Observamos que existe en las primeras horas de la fer mentacion
" (119.11.15) hay més biomasa abajo del reactor que arriba. Parece que el crecimiento del

hongo podrie errencea més temprenc o miés rapidemente en el fondo del resctor debido e lee

condiciones de CO, y 0, (fig. 1.7 y 11.9). La fase de ger minacién podria ser influenciada

por las condiciones de CO, y O, diferentes s los que se encuentran de costumbre.
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ANEXO 11l
ESTUDIO EN REACTOR CONVECTIVO (1D)

DE LOS PARAMETROS TERMODINAMICO Y BIOLOGICO
DE CRECIMIENTO DE Asp. niger
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ANEXO [11-
i. INTRODUCCION

Como hemos visto en los anexos | y |1 hay necesidad de realizar estudios en siste-
mas simplificedes que permitan conocer 1a intersccidn entre 108 fendmencs de transfe-
rencis de mesa y calor y la cinética de crecimiento del microogsnismo. Unos de los trabe-
jos {H. Narahars y col., 1984) que existe en este campo muestran la necesided de ampliar
los conocimientos besicos paras ir hacia un mejoramiento de 1a productividad de 1os reac-
tores de FES. Los reactores estaticos y/ o de tipos mezclados necesitan un mejor control de
los parametros “ter mobilogicos™. Dos esfuerzos son necesarios para lograr este objetivo:
el primero escoger los parametros quien los més influyen en ol desarollo de 1s fermente-
cidn; el sscundo es buscar los sensores los més adaptedos pare controlar el proceso.

2. OBJETIYO

El objetivo de este estudio fue en primer 1ugar de disefiar un reactor modular de
tipo convectivo en donde los fenomenos de transporte de mesa seria unidireccionel. Este
resctor seré instrumentado para manejsr con precision las condiciones ter modinamicas
de entrada del sire. Ademés, se pretende desarrollar uns instrumentacién elrededor del
reactor para medir localmente 13 variables del sistemea. Los primeros experimentos se
harén empacendo ¢l reactor con el soporte modelo caraterizedo en el anexo | de este re-
porte.

3. DESCRIPCION DEL SISTEMA EXPERIMENTAL
El sistema experimental empleado, lo donform_n: un panel de instrumentos, un



baflo de temperstura constante y un resctor de lecho empacado.

E1 panel de instrumentos reune el equipo de medicidn del sistema experimental y
el equipo de slimentacion, a1 resctor, de sire ssturedo. En le figure lil.1 {foto 1) se
muestra un diagrame del poml de 1mtrumentua en dbnde se slimenta sire, mediante una
bomba de vacio {(12) a dos humidificadores conectados en serie (15 y 17) los cuales
cuentan con resistancias de calentamiento (14 y 16) que psrmiten mantener & tempera-
turs conetante la temperatura del punto de rocio del sire. previo a esto, el aire pesa a
traves de dos filtros (1 y 3) de sire, un manometro {2) y yn rotametro (4) para regular
el flujo deseado. El aire, une vez saturado se alimenta ol befio de temperstura constante.

El equipo de medicibn 1o forman: un controlador de flujo (6), dos cajas de switch
pare termoper {7 y 8), un “display™ o pentelle pare la lectura de la temperatura (5),
dos reguladores de voltaje pars 1ss resitencias de calentamiento (9 y 13), un cromoto—
grefo de geses ( 10) y su integrador (11).

El bafio de temperatura constante provee de agua para la chequeta de calentsmiento
del reactor, edemés de' mantener la temperatura del aire (temperaturs del sire seco)
constante durante sy trayecto hacia la entrada del reactor. Este bafio consta, ver fig.lll 2,
de una conexién con chaqueta {18), que conduce el aire saturado en los humiﬁudora aun
deposito 19), el cual contiene dos trampes de agua (20 y 22) y un serpentin (21) e
través de los cusles se hace circuler el sire pare despuds salir por otra conexién con che-
queta (24), hacia o] reactor. En ambas conexiones, {18 y 24) se hace circuler agua del
deposito & través de sus respectivas chaquetas. Memés, se cuenta con una bomba peristal-
tica (23) que proporcions un flujo de agua & temperatura constante para alimentar la
chaqueta del reactor.

En 1as figuras 111.3 (foto 2) se muestra un diagrama del reactor empleado, este
consiste de 6 moduloes {foto 3), de vidrio y acrilico, ensamblables ( 26) los cusles possen
4 puertss pars muestreo de gases (32), pare termopares (33) y pera manometros de U.
En este sisteme ol sire y el agus pare 1a chequets, entran por le parte inferior del reac-
tor, el sire atraviess el lecho de amberlita y ssle por 1a parte superior (29).

Se presenta en la figuras 111.4 une comparacion entre 1a humedad relativa medide
con el sensor (sensor de tipo bulbo seco y humedo) yla humedad relativa del sistema di-
seflado (16,17) y (21). Para el sistema 1a humedad relative se dedeuce mediante une
tabla (temperatura seca y de punto de rocfo). observamos que le sistema de humidifice-
cidn del aire funciona bien pare un rango de humedad ralativa de 60 % a 100%. El error
que tenemos entre los dos {sensor-sistema) es menos de 1 %.
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4. CONDICIONES EXPERIMENTALES

Las condiciones experimentales fueron las siguientes:

= El medio de cultivo es similer a 1o descrito en el anexo | (p. 72 ) solo cambid ls
concentracidn de a2ucar (2 veces nﬁs)@mmnﬂo un C/N de 12 y 18 humedad inicial
(53 %). :

- La temperstura de incubscion es de 34 2C

- E] flujode aire de 40 1/hr.

Se midid 8 cads horas de 1a - fer mentacion, en 103 6 niveles del resctor (direccion

2):

- 18 concentrecion de C0, y 0, con jeringas de gas de 100 ul mediante uncroma-
tografo de gases,; Y

- la temperaturas; ‘ ‘-ﬁ

- 1a caide de presidn;

y en la entrada y salids del resctor 1a huredad relative del aire y el flujo.
5. RESULTADOS Y DISCUSION

Presentamos 103 primeros resultados de un experimento de fer mentacion en este
tipo de reactor. La figura 111.S represents dursnte la fer mentacidn le variacién de 1a con-
centracién de CO2 producido 8 tres niveles del reactor (27.5 cm, 57.5 cm, 82 cm). Se
use pera medir el CO2 un flujo de aire bajo {(13.51/hr) pere Mter une dﬂucién del CO2
en ¢l aire. Se observe que 1a producién de CO2 empieza a 183 16 horas en la parte alte del
resctor y que no s¢ detecta CO2 on la parte baja del reactor. El maximo de produccion esta
observado 8 163 26 horas y slcenze pars este flujo de aire unt 2 S a 1a salide del reactor.

Este arranque del CO2 esta bien correlacionado con una subide de 1a temperatura
en 1as niveles 27.5cm y 57.5 cm (fig.111.6). Se encuentrs también un maximo de tempe-
reture 8 183 26 horés de lo fer mentecidn. Le temperature sube en promedio de 22 C, la
cusl corresponde 8 une mayor activided metabdlica. No se observa gradientes axiales de
- temperaturs, s0lé 1o temperatura es diferente en 1a entrade y 1o salide de! reactor.
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Se presents en 1a figurs 111.7 1a variacién durante 1a fermentacibn de la caida de

carga & tres niveles del reactor (Ocm, S7.5cm, 82 cm). En todos 103 niveles 1a caida de
carge arrence @ 16 19 hores, este tlompo este similer alo encontredo co el Co2 yle tem-

perstura. La caida auments hasta Negar a las 36 horas un 38 cm de agua. Pars el flujo
usado (42 1/hr) este valor de caide es bastante alto, no se puede despreciar. Despues de
las 26 horss, valor que corresponde al maximo de produccion de CO2, la caida de carga
sigue subiendo. £ hecho que el CO2 disminue no quiere decir que se para el crecimiento de
hongo. Sigue creciendo hasta que Ilegue 8 la fase de mantenimiento en donde el crecimiento
decrece ‘

ANEXO 111-2
1. INTRODUCCION |

Existen diferentes métodos de cusntificacion de biomasa, 103 cuales tienen diferen-
tes caracteristicas , ventsjas y desventajas. Los métodos de cuantificacion de proteina
usados 1o mas frecuentemente son :.

- E1 método de Kjeldhal

- E1 método de Lowry.

El método de Kjeldhel se bass en la precipitacion de las proteines organicas con
acido tricloroacético y su posterior dwestlon con acido sulfurico en presencia de un cats-
lizador.

Esta determinacion es cuantitative y estima el contomdo de proteinas totsl, esto es incluye
polipeptidos, aminoacidos y otros compuestos nitrogenados. presentes.

El método de Lowry se bass en la reaccion de las proteinas con el reactive de
Folin-Ciocalteu. Las variaciones en este método pueden deberse al pH, tiempo de raccion,
concentracion de 1os resctives, szicares y productos celuldsicos. En este método el color
no es estrictamente proporcional a 1as concentraciones de 1as proteinas.

Entre sus ventajas estén : se pueden medir el contenido de proteinas en fracciones
enzimaticas, se puede medir en mezclas de tejides con proteinas, mediciones de cantidades
muy pequenias o soluciones diluidss. Las razones por l1as que no se recomienda ussr éste
métedo son: no se puede aplicar a muestras con alto contenido de materiales lignocel uldsi-
cos, no se puede aplicar a muestras con fenoles y el rango de linsarided es de 0- 300 mg/1.

Existen otros métodos de numeracion de mohos como son el de enumeracidn. Cada
€3pora es capaz de formar una colonis o un 18lo despues de ser inoculade en un medio. El
numero de colonies corresponds 8l numero de espores viablas pressntes en el indculo.
Teniendo en cuenta la dilucion, podemos saber 18 concentracion de 1s muestrs. Este ltimo
método nos da une idea de 1a cantidad de microorganismos presentes en una muestra , pero
no nos dice su estado de desarrollo.

También se puede medir 18 biomasa mediante uns medids de 1a concentracion de
CO, o 0,. Considerando una relacidn entre 1a tass de consumo de oxigeno y la biomass

(Sato y col. ,1983) se puede, conociendo el coeficiente de rendimiento (YO,) y de mante-
nimiento (m0,), deducir 1a cinetica de crecimiento. Sin embargo, para initializer el mo-

delo se necesits conocer el equivalente en esporss de 18 biomass inicial y tambien los ve-
lores de YO, y m0,, 1ss cusles pueden ser dependiente de otros parametros.



2. OBJETIVO

‘ Enol enoxo | {p. 76 ,fig. 26.1 ) homoo mostrado que la caida de carge esté rele-
cionads con el crecimiento del hongo. El objetive de este trabajo es tratar de sacer une re-
lacion entre la caida de presion y 1a biomass. La'razon de obtener una correlacion entre 1a
biomasa y la presion total de 1a fase gaseosa es de facilitar el proceso en experimentos
de fer mentacion, eliminando el problems de slteracidn de as condiciones existentes debido
a la extraccion de muestras pars su andlisis yagemas se podris permitir el monitoreo del
proceso s diferentes intervslos de tiempo durante tods 1s fer mentacién.

Sabemos que tres parametros puede influir sobre 18 caida de carga lineics (Ergun,
1952):

-~ - el flujo de gire, ,

- el diametro mediano de 1a distribucion de 1as particulas,

- 18 porosidad del lecho. _

En estos tres parametros dos pueden ser considerados como constante durante la
fermentacion. El flujo de aire, bien controlads mediante une microvalvula y el diametro
mediano de 1a distribucion de psrticulas 1o cusl se queds constante durante 1a fer ments-
cion (Anexo |, p.81, fig. 26.6, p.82, fig.26.7). Hemos observado (Anexo I, p.79 ,foto
26.1) que el crecimiento del hongo es solamente superficisl. En este caso el hongo tapa
poco a poco 103 poros sugmentado 1a caida de presion.

En primer paso estudiaremos la inﬂl.%pia del flujo de aire sobre la cinética de
crecimiento. Despues trataremos mediante le-Héy de DARCY de celcular el coeficiente de
per meabitidad gaseoss en fupcion de 1a biomasg. Este coeficiente de permeabilidad nos de-
beria permitir medisnte una medida de caida 't carge y del Tlujo de aire correspondiente
de evaluar la biomasa. ' '
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3. DESCRIPCION DEL SISTEMA EXPERIMENTAL
Se presenta en la figura 111.1.a el sisterma experimental utilizeds pare medir la



caida de cargs durante una fermentacion. El sistema se compone de un befio de agua regu-
lado en temperatura, de un prehumidificador sumergido en el bafio y de una columna de
fer mentecion. Pere medir 1a presion totel de 1a fese gaseose se use un mandmetro de ague
en forma de U. Un bombe suministra el aire al prehumidificador, el flujo de aire fue re-
gulado con und microvalvulva.

Se presentaen la figura (1.1 & el sistema de fermentacion con su humidificador y
su columna de 15 cm de largo y 2 cm de diametro. Disponemos en la parte baja de 1a co-
lumne un algoddn y un papel filtro para que el soporte {amberlita IRA-900) impregnado
del medio de cultivo no se cse. El lecho empacado tiene una altura de 65 mm y una densidad

aparente de empaque ds 0.672 g/cmS.
Un sistema de pecera (Anexo 1,p.64,fig.21.1 ) nos permitire medir 1a biomasa &
diferentes tiempos durante 1a fer mentacidn.

4. COMDICIONES EXPERIMENTALES

La preparacion del medio de cultivo es similer ol estudio preliminar{Anexo
1,p.72).
Los flujos de aire usados durante los diferentes experimentos son los slqmentn
21/hr, 81/hr y 1S 1/hr.
La temperetura de_l ncubacion es de 35 2C. -

S. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 mmwmmmm;m

La figura i11.2 reprmnto 1a evolucion de 1a biomasa contra el tiempo para dife-
rentes valores del flujo de aire. Podemos observar que no existe casi ningune influencia
sobre 1a cinética de crecimiento para un rango de flujo de sirede 2 a 20 1/hr. La germi-
nacién dura entre 10 a 11 h yla fase de matenimiento empieza a 1as 21 horas. De estas
diferentes curvas se sacd una cinétice promediada que consideraremos como representati-
va de 1as cineticas establecidas para los diferentes flujos.

5.2 Eveluciéa ineti recimients ide de car

‘ Se presentan en las figuras 111.3, 111.4, 111.5, 111.6 1as evoluciones de 1a biomasa y
de la caida de cargs para tres flujos diferentes. Se nota entre 1ss dos varisbles una buens
correlacidn. Durante 1a fase de germinacfon (O a 11 hores) no existe ningln crecimiento
del hongo, 1a caida de carge sigue constante. Después, 1a cafda de carga augmenta siguiendo
el crecimiento del hongo. Despues de 1as 21 horas cuando empieza 1a fase de mantenimien-
10, 1a caida de carga sigue constante de conformidad con 1a biomasa.

5.3 Determinacién lgl.mﬁ' . ciente de permeabilided saseass

Pars evaluar el mﬁcien{e de permesbilided m usamos la ley de DARCY .
Yiene: S e 4,

rv =K DP/D2Z {4)

En donde:
P o3 18 presion de 1a fase gaseosa medida con el menomotro



Zeslas altura del lecho poroso

K es el coeficiente relstivo de 1s fase gaseosa
r es la mesa volumice del eire

Y es s velocidad del aire

Conociendo ¢l valor de 1s caids de cargs pars un flujo dedo se puede determinar el
coeficiente de permesbilidad relativa que le corresponde y expresar este coeficiente en
funcion de 1a biomasa medida.

La figura [11.7 representa 1a evolucion del coeficiente de per meabilidad.en funcidn
de 1a biomasa para diferentes flujos. Observamos que el coeficiente de permeabilided K
disminue de menera importente entre 2 y 3.5 mq de proteines por gremos de soporte seco.
Més 8114 de 3.5 mg de proteinas/g s.s el coeficiente disminuye menos rapido mostrando
. que exista para este valor de biomasa un fenomeno particular al nivel del transporte de la
fase gaseoss. Muchos trabsjos fueron hechos para 1a deter minacién del coeficiente de per-
meabilidad 1iquide y gaseoss en el caso de 1os suelos. £n el caso del transporte del gas en
estos medios porosos, el coeficiente de pemeabilidad se acerca del zero pars un cierto con-
tenido de agus. Este agus 18 cual ocupa el espacio interparticuls se opone al transporte de
la fase gasevss. En nuestro caso el problems presenta slgunas similitudes, el hongo colo-
niza el espacio interparticula y tapa los poros. El aire encuentra uns resistencia y la
caide de carga puede augmentar de manera importante en el resctor. En un reactor de 90
cm de altura y de 4 cm de dismetro, 10 cual corresponde a un cargs de 800 g de soporte
humedo y para un flujo de 200 1/hr hemos observado el finsl de una fermentacion uns
caids de presion de 2 metros de agua; 18 caida inicial siendo unos 12 cm. Esta cambio de
‘caida 10 cusl fue causado solo por el crecimiento del hongo puede & veces boter 183 man-
gueras del flujo de aire de entrads. Este tipo de parametro puede ser importante para
poder dimensionar de manera adecuada 10s sistemas de ventilacién para este tipo de biore-
actores.
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ANEXO IV
PROYECTD DE BIDREACTORES PARA
FERMENTACION EN SUSTRATD SOLIDO

Realizado por: Ing. Rdal Lépez Ulibarri
M.LC. Mariano Gutiértrez Rojas

Departamento de’Biotecndlogia, Universidéd Autonoma Metropolitana
Iztapalapa. Apdo. Fostal S55-535. Tel. 486.03.22, ext. 338. Fax.
6H.846.89.66.

ANTECEDENTES E INTRODUCCION.

l.a Fermentacidén en Sustrato S6lido (FS35) ha sido objeto de interés
de difetrentes investigadotres en el mundo por set un sistema que
presenta importantes ventajas, tales como: manejar bajos volumenes
de materiales, obtenciéon de productos concentrados, utilizar una
tecnologia relativamente sencilla y la posibilidad de realizar

dicho proceso en forma séptica, entre otros (Helsentine, 1972
Cannel y Moo-Young, 1980). For otro lado, presenta algunas
dificultades como la utilizacion de una gran cantidad de mano de
otira, la necesidad de pretratar la materia prima y el manejo de un
material heterogéneo en el fermentador (Raimbault, 19805 Moo-Young
et al., 1983), en donde la actividad de agua desempeffa un papel
muy importante (Oriol et al., 1988a).

Estos temas han sido estudiados por diferentes investigadores 1o
que ha producido una serie de disefios de fermentadores para FSS
con diferentes enfoques (Lonsane et al., 198%5), entre 1los que
destaca la naturaleza heterogénea del material a transformar..

La heterogeneidad del medio de cultivo en un fermentador para
sustratos sdlidos, en donde la transferencia de calor y masa son
los factores limitantes, es uno de los principales problemas que
presenta éste tipo de procesaos, y se ha tratado de resolver
utilizando :

a. lechos pequefios en charolas, en donde la altura del lecho
apenas alcanza los 5.0-6.0 cm;

b. columnas empacadas con un diametro inferior a 10.0 cm e
inmersas en baflos de temperatura controlada y

c. mezclando el medio de cultivo en forma intermitente o
caontinua.

El tipo de FSS (estatica o dinémica) esta directamente relacionada
con las caracteristicas reoldgicas del medio de cultivo. De los
diferentes materiales gque se utilizan en estos cultivos, los de
alto contenido de carbohidratos como los tubérculos, al prepararse
y mezclarse (Lopez-Ulibarri et al, 1989), forman aglomerados que
dificilmente pueden separarse provocando una baja en la eficiencia
del transporte de masa y energfa. Otros materiales con un alto
contenido de polisacaridos (celulosa, hemicelulosa, etc.), pueden
ptrepararse para un proceso de FSS8 y someterse a un mezclado, gue
usualmente debe ser suave (1-5 rpm), con lo cual se logran reducir
los gradientes del medio de fermentacion, favoreciendo la
transferencia de masa y energia.
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En general, los fermentadores para F8S se pueden clasificar, por
el movimiento del material a transformar en:

a. estaticos, que son aquellos en donde se coloca el material
a fermentar con una densidad de empagque predeterminada vy
permanece sin movimiento a lo largo del proceso de
fermentacion. y

b. dindmicos. Que son aquellos en los que se coloca el
material a fermentar poco a poco, en un proceso continuo o
semicontinuc (Gibbons et al., 1986), o0 en una sola etapa, en
un proceso por lotes (Huerta-Ochoa et al., 1986) y que durante
el proceso el material se mezcla, con movimientos usualmente
suaves (1=5 rpm) en pulsos o en continuo.

Existen otros tipos de bioreactores para FS8S que no pusden ser
nlasificados como dinamicos estrictamente, debido a que el
movimiento del material a fermentar no @8 de tipo mecanico, estaos
aon los lechos fluidirzados con ailre (Hong et al.,1989) o liguido

(Adizasmito et al., 1987).

El concepto convencional de FSS implica la utilizacion del
material solido como sustrato (almidoén, glucosa, celulosa,
hemicelulosa, etc) y ademas como soporte fisico de los

microorganismos (hongos y levaduras, principalmente) para lograr
la biotansformacidn deseada. Sin embargo, existe un concepto
difersnte de FS5 en el cual se utiliza un medio de cultivo
"wintético" absorbido en un soporte gue por sus caracteristicas se
supone inerte (fibras, plasticos, ect.). A estos procesos se les
conoce como Fermentacion en Sustratos Adsorbidos (FSA) (Oriol, et
al, 17988b) y se utilizan en donde se requiere un control preciso
del medio de cultivo y evitar asi perturbaciones posibles debido a
la heterogeneidad del material. La investigacion de estos procesos
vusualmente se ha llevado a cabo utilizando reactores de lechos
ampatados (Huerta, et al 1990 ).

REVISION BIBL IOGRAFICA

Se revisaron las publicaciones mas recientes sobre biorreactores
para la F3% y se analizo el tipo de biorreactor relacionado tanto
con el sustrato como con el microorganismo utilizados, haciendo
notas de las caracteristicas principales del mismo. Esta
informacidon se estructurd en una base de datos y el listado se
presenta al final de este anexo.

OBJETIVO Y DEFINICION DEL TRABAJO.

El presente trabajo consiste en diseffar y/o0 seleccionar un
prototipo de biorreactor para FS§ a nivel laboratorio (2.0 a 2.0
litros de volumen de operacién) con el cual sea posible investigar
aspectos de ingenieria particulares y poder resolver algunos
problemas que se han presentado en el escalamiento en trabajos
realizados anteriormente por nuestro grupo de investigacion
(Gutiérreszbjas et al, 1989). El diseflo fimal del prototipo
contemplard un alto grado de instrumentacion y se acondicionara
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para estudiar los siguientes aspectos de los procesos de FSS:

1. Cinéticas de produccién de biomasa y metabolitos, evaluando
'los sistemas de control de temperatura y aereaciébn, asi como
los instrumentos de medicion en general.

2. Determinacién y evaluacién de . los parametros de
escalamiento mas relevantes, esto es, el establecimiento de
los coeficientes de transferencia de masa y energia en el
control del proceso. ' :

%. AnAlisis de la eficiencia de agitacién y el mezclado y su
relacion con. la transferencia de calor y masa, como un sistema
analogo a los reactores cataliticos heterogéneos.

4. Aplicacion de la teoria de control de reactores.

JUSTIFICACION A LAS BASES DE DISEARO DEL PROTOTIPO DE FSS.

Uno de los problemas mas grandegs que presentan las FFS es la
deficiente transferencia de calor '~ y masa, lo que provoca
considerables gradientes de temperatura (Saucedo et al, 1990) vy
de gases; una manera de disminuir estos gradientes es mezclando.
lLos sistemas dinamicos, de acuerdo a la bibliografia consultada,
se@ han empleado para la produccién de biomasa (Baldensperger et
al, 1985; Durand |y Chereau, 1988) y metabolitos como etanol
(Gibbons et al 1986 vy Sato et al, 1988) y enzimas (Deschamps et
al, 198%), en donde la reologia del sustrato provoca un mezclado
ineficiente y el esfuerzo cortante puede propiciar ruptura
celular. S5in embargo, con el estudio de sistemas de mezclado suave
+» Se puede laogranr aumentar la eficiencia del proceso sin dafio a
las estructuras celulares. Este mezclado puede ser continuo o
discontinuo.

For otro lado, para obtener un medio ambiente adecuado para los
microorganismos en procesos de FSS, es necesario proveerlos de la
temperatura y la humedad determinadas como optimas o lo  mas
cercano posible a ellas, lo que induce por un lado, al diseffo de
un sistema de control de temperatura del medio sélido y por otro,
al control de temperatura y humedad del aire de proceso para FSS
aerobias.

Estudios sobre transferencia de calor, han demostrado que el
proceso de transferencia convectiva de calor es mucho mas
importante que el de transferencia conductiva (Saucedo—-Castafieda
et al 1990), por lo que se puede afirmar que el control de
temperatura del proceso se realiza principalmente por dos vias:
con el aire de proéeso y con el mezclado. Desde este punto de
vista, @1 aire uwtilizado en el proceso tiene dos objetivos:
proveer de un ambiente aerébico al medio de fermentacidén vy
controlar la temperatura del medio. '

En un principio, el aire de proceso se utilica para calentar el
medio a la temperatura adecuada y posteriormente se utiliza para
evitar el sobrecalentamiento debido al calor metabélice generado
durante la fermentaciodn. ' .

En procesos de FSS anaercbios, la temperatura del proceso se debe
contrplar en forma indirecta por medio de intercambiadores de
calor internos o por chaqueta, lo que aumenta la dificultad del
control. ¢



El maneic de materiales solidos o semisolidos de FFS presenta mas
dificultad comparandolo con el manejo de ligquidos, como en las
fermentacionzs sumergidas tradicionales, lo qQue origina la
necesidad Jde diseflar un biorreactor para FSS donde la manipulacion
de s6lidos y liquidos sea minima y de forma accesible. Esto
implica gue en la carga y descarga del biorreactor se utilice 1la
minime energila posible y en el menor tiempo, lo que se puade
lograr utilizando disposiciones geométricas en donde la fuerza de
uraverdad actiue favorablemente para dicha operacion.

1 desarrolio del proceso de fermentacieon es la respuesta efectiva
del zistens v solo se puede evaluar determinando el consumo del
sustrato, el incremento de biomasa, la evolucion del 0z, el
comportamientic de pH, el compaortamiento de la humedad del medio
stlidiy v la aparicion de producto (si 1o hay), entre otros, y qgue
dependesn directamente del disefio del zistema completoa, por lo que
un cistema o muestreo de material s6lido y de gases de manera
senTlilla es de suma importancia.

Fara disminuir los problemas de preparacion del medio de cultivo,
se lebe incluir en el disefilo del biorreactor un dispositivo para
la adicion. dJe liquidos al interior del mismo, el cual puede
periitir la dicion de agua, sales minerales en solucidn, indculao,
precurzores, etc., al inicio o durante el proceso.

También ex importante poder realizar una supervision visuwal del
material dentro del biorreactor durante el procesco, pues se pusde
tleterainar por ejemplo, el desarrcllo de una coloracion o un
deficirente m2zclado.

Foe 1o tanto, =] diseffo final del 'prototipo de F5% para
laboratorio wotivo del presente trabajo, debe contemplar:

Sistoema  dinamico de veleocidad regulable v mazclado
eficiernte. . '
» Sistemis de calefaccion y enfriamiento eficientes.
Sistema de facil carga y descarga
Fusihilidad de muestreo periodico.
Sictema de adicion de sustratos y nutrientes liquidos.
ibilidad de reviesidn visual interna durante el procesa.

~

Fl diseflo debe contemplar la - implementacién de la. siguiente
instrumentacion: ' '

Sersores de témperatura del medio.

Sensures de temperatura y humedad del aire de proceso.
Sensores de flujo de aire de proceso (entrada/salida).
Sensot 2s para CO0z v 02 a la salida del reactor.

1 sistema de fermentacion final debera permitir controlar:
* La temperatura del medio solido. )

» La temperatura y. humedad del aire de proceso.

¥ La velocidad de me:sclado y su perioricidad.

> La adicién de agua y o nutrientes al medio.

» La aereacion (flujo de aire).
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Fara lugrar 1os objetivos de ‘disefio seflalados, es necesario
drterninar '0s  equipos periféricos necesarios que componen el
stema de fermentacién, &1 minimo requerido es el siguiente:

=1

» Sistema de acondicionamiento de aire filtrado (aire saturado
a la temperatura de broceso y aire seco).
7 Indicador/controlador de temperatura del proceso.
Indizadores de temperaturas puntuales dentro del
fermentadar.
Yalvulas eléctricas actuadoras (solenoides) para control del

aire.
Motor de velocidad regulable.
Interfase para captura de datos en linea por computadora.

(Opcinnal).

Multiplexor para captura de datos en linea multicanal
(Opcianal) ., '

Camputadora para 1
(Opcional).

capturasproceso de datos en linea

m

Frototipos seleccionados.

CDun bhase en el estudio realizado de los diferentes fermentadores
ptilicados en FS5S5, se seffalan tres disefilos como los adecuados para
s estudiados a nivel laboratoric (2 - 3 litros de volumen de
np@lAC1Dn,. y que consisten en disefos basados en eqUIpOsS

: para el merclado de sélidos (Ferry, 1983) identificados

. Tambor ratatorio. (Fig. 1)
‘lador de solidos de cascos gemeélos, o en V. (Fig. 2)
Ze Merzclador de sdélidos de gusano vertical. (Fig. 3)

1
= Me:

Bl diseflo de estos prototipos incluye todos los sistemas antes
mencionados y se esqguematizan en las figuras especificadas. Aunque
todus estos equipos cumplen en teorla con los requisitos
pestablecidos, existen parametros que solamente pueden cer
evaluados por experimentacion, como: volumen maximo de operacion,
consumn de energla, tiempos de mezclado, etc.

CONCLUSIONES Y RECOMENDAC IONES

Con base en el analisis bibliografico y en la aplicacién de
diferentes experiencias en trabajos de investigacién anteriores,
es posible afirmar que: a. los equipos seflalados tienen las
caracteristicas necesarias para ser utilizados como prototipos de
investigacion de laboratorio y b. la experimentaciéon con estos
equipos, servird para establecer los parameétros de seleccidn al
compararlos en términos de eficiencia y product1v1dad.

Se recomienda construir el prototipo seflalado como numero uno, el
‘tambor. rotatorieo, por ser el gue presenta un disefo m&s versatil y
susceptible de adaptarse a las necesidades antes descritas.
Fosteriormente se podra analizar la posibilidad de construir los
dos restantes.
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FIGURA 1.
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Esquema del Prototipo I, Fermentador para Sustratos So6lidos tipo Tambor
Rotatorio. 1. Cuerpo del Fermentador. 2. Motor., 3. Sistema de reduccion
de velocidad de giro. 4. Propulsor.5. Soporte con rodamiento. 6. Conduc
to distrubuidor de fluidos. 7. Sensores de Temperatura (2). 8. Asperso-
res {3). 9. Bafles a 90°, 10, Mirilla, 11, Sis‘ema para toma de muestra.
12. Sistema de muestreo de aire en continuo. 13. Soporte del conducto -
distrubuidor de fluidos. 14, Sello hermético fijo a la tapa. 15. Entra-
da de aire. 16. Entrada de 17quidos. 17. Salida de gases. 18. Sello her

mético fijo con salida.
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FIGURA 2. Esquema del Prototipo II. Fermentador para Sustratos Solidos tipo
cascos gemélos o en 'V' . 1. Cuerpo del fermentador. 2. Motor.

3. Sistema de reduccién de velocidad de giro. 4. Conducto distri-
buidor de fluidos. 5. Entradas para carga del material. 6. Mirilla
7. Aspersores. 8. Sensores. 9. Sistema para muestreo de aire. ---
10. Descarga del material y toma de muestras 11, Sellos herméti-
cos. 12, Soportes de? cuerpo.\13. Entrada de fluidos. 14. Salida -

de gases.



FIGURA 3. Esquema del Prototipo III. Fermentador para Sustratos Solidos tipo
gusano vertical. 1. Cuerpo del fermentador. 2. Sistema de transmi-

sion de movi iento. 3. Mezclador tipo gusano o tornillo sin fin. -
4. Sistema para toma de muestra, 5. Entrada de fluidos a la chaque
ta, 6. Salida de fluidos de la chaqueta. 7. Corte transversal de -
la chaqueta. 8. Mirilla. 9. Entrada para carga del material, ---
10, Entrada de aire. 11. Salida de qases. 12. Descarga deimateérial.
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Amylolytic Yeast by  Solid-State Fersentation.

1988 Micrabial Praduction
Colugn Bioreactor.

of Citr1z Acid in Fixed-Bed

1994 Cellulase Productior

i onanerochete chyscporius .
cn 3 Solid Supstrats ’

Cciumn,

1986 Optimization of Solid-State Fermentation of Citus
Dried Peel by aspergillus miger in a Facked Bed
Coluan.

«

Publicacion

S5F in
Bioconversions of
Agr.Ind, Raw
Mat.pp.i21-8

B1otech. Bioeng.
vol.XXVI1, pp.
20-77.

Biotechnol. Lett.
vol. B No. ! pp.
-3

Patente USA Nao.
4,685,189

Biotechnol. Bioeng.
Vol. 32, pp.
886~890.

Biotechnol.Letters
Vol. 10 No. & po.
421-32%

Prozess Fioches.
foril po. 85-ve

fActa. Biotechnoi.
Vol. & No. 3 pp
253-259

Revisién bibliografica.

Tipo de Reactor

Estatico. Botellas verticales
con tubos p/ E/S de aire y
teratwetro.

Estitico. Charola horizontal
dentro de un recipiente
conico.

Estatico. Charolas dentro de
un cilindro, con aireacion
1ndependiente,

Estdtico. Cilindro vertical
con canastilla interna
perforada.

Estdtico. Coluana de vidrio
hechiza, 6.7 d.int.,4.5 d.e.,
76 long ice)

tstatico. Lecho empacado
{Colusnas!

Estatico. Lechc escacade
(columna:

Estatico. Lecho espacado
(columnal,

Microorganiseo

Aspergillus
oryzae.

Chaetosius
cellulolyticus
¢ Trichodersa
reseei

Sporatrichus
pulverulentus.

Varios

Varios
asiloliticos
(hongos ¥
levaduras) .

Aspergillus
niger

Phanerocnete

chysoporius
ATCTI2629

Rspergillus
nger @H-2

Sustrato

Salvado de
trigo.

Cascara de
trigo.

Cassava
roots.

Varios

Residuos de
papa.

Pulpa de
manzana,

Desechos
lignocelulos
icos tharina
de

soya, licor
de ea:l,etc)

Cascara de
Zitricos
saeca
(naranja}

Producto

Aa1lasas

Proteina
miceliar

Biomasa
(miceliol.

Varios

Biomasa

Acido
citrico

Ceiulasas

Bionasa
taicelio)

Observaciones

Botellas: 1 gal.

Baflc de tesp. controlada

Control de tesperatura con aire y bafo. Tasbores
rotatorios inoustriales.

Vol. del recipiente: 6 1t
Charola de 16 ca didsetro con aalla ¥o.40
2 g. de Sustrato, por lotes y lotes alisentados.

Colusna con charolas internas, con base en el
sistesa de Raisbault. 5 charolas,
calentador/huaidif, de aire,bafio de agua

Esterilizable:propagador de intculo integrade
equ1po neusdtico y generador de vapor.

Mezciado vel sedio c/2% hr. FSSt T2 b,
Conclusiont Saccharosyses amjor que Niger.

Columna: 79 = 3 cs.
50 g (307
Aire: 30 17k,

Colusna espacada con proceso continuc de
produccién de celulasas.

Coluan3 9 ce diam. 40 cm. largo, 1.2 kg sateria
H., con chagueta. Aereacion: J 1. aire/kg sust.
hie. o1n. &0 nrs.proc.
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Fecha Titulo del articulo

1988 Laboratory Scale Bioreactor for Solid State
Processes.

1988 Approaches to Kla Measuresents in Solid State
Fersantation,

1988 Solid-State Fersentation of SugarBeet

1989 Biosynthesis of Protein by Microscopic Fungi in
Solid State Fermentation. III The Etfect of
Ditferent Cutivations Methods and Various Media

1985 Conversion of Celiulose into Fungal Cell Mass in
Solid State Culture. i -

1988 Production of Protein by .Ther.oph‘.}ic Fungi tros
Sugar-Beet Fulp 1n  Solid-State Fersentation

1985 Developeent of & Nodel Solid-State “ermentation
Systes

1383 Solid-State Fersentation in Fluid-Bed Reactor
Raises Amino Acid Yields (Conference
abstract)

Revisién bibliografica.

Publicacién Tipo de Reactor Microorganisao Sustrato Producto
J.Biotechnol. Mo. B Estitico. Lecho espacado. Trichodersa  Pulpa de  Biomssa
pp 596 viride T.5.  cafla de {aicelio)
azucar

‘asentada,
Biotachnol. Estatico. Lecho espacado. No regortado, Fulpa de No
Techiques Vol 2 No. cafla reportado.
1 pp. 11-16 asentada.
Biotachnol. lett.  Estdtico. Lecho eapacado. Saccharomyces AzOcar de  Etanol
Vol.10 No.7 pp. {reactor tubular). cerevisiae 59 Remolacha.
491-49,
Acta Biotechnol, Estético. Tubos (12 ca alt}, Aspergillus  Papa Proteina
Vol. 9, No. 4, pp. [harolas, tubo vertical y pila orizae A. u (pedazos y miceliar
317-324. rectangula . © cosida),

(Preselecciona resclacha,
do}. etc.+

extrac.de

cereales
fppl.Micrabiol.Biote Estatico. Tubular con cnarolas Chaetomiumn Celulosa Proteina
chnol, Vol. 21, pp 1internas perforadas, cellulolyticus microcristal miceliar
189-191 ATCC 32319 i1zada, salvad

o de trigo

10.vapor

Z0.NT

Biotech.Bioeng. Vol. Estitico.Tubo vertical con Tersofilicos(T Resolacha. FProteina

32, pp. 255260 depositos resovibles con fondo .aurantiacus,M alceliar
perforago. ueor .
pusillus.)

Biotechnol. Technique Frascos conicos, charolas. Rhizopus Yuca Biomasa

s Vol 2 No. 1 pp. Botellaz de vidrio v lecho oligosporus (harinal,

1-6 eapacaac. sooortada en
alginato y
kappa-tarrag
eenan.

Bioorcessing. Technol Lecho Fluidizada Levaduras Medio faino

. Nov. pp. 2-3 . liquide acidos
sintetico.

Gbservaciones

Dos cilindeos con canasta reagvible con fondo
perforado. Sist.contol Ty H rel.

Tecnica pars sedicion del Kla. Efecto de
diferentes variables sabre ¢l Kla se repartan.

Solo | exp. en ¢l reactor tubular. La u_yoria "
trascos.

4 Estudios: tubos, charolas oerforadas, coluans y
pileta estatica.

Tubo: 70 x &0 ca, aislado, Temp.= 37 C
Sistesa sencillo de humidificacion de aire,

Sisteaa oe acondicionasiento de aire
charola estacionaria de hasta 40 ca. e altura.

Evaluacion de 4 sistesas con el sustrato descrito.
Resultados: i.Lecho esp., 2.Frascos conicos,
I.Charolas, 4.Botellas. ’

Equipo Lab: .15 & Diaa.
_ Planta piloto: 1.0 » diaa.

- Alta produccicn de asino icidoes.
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1987 Modelling a Solid-5tate Fluidized Bed Fersenier

for Ethanol Production with 5. cerevisise.

19989 Protein Entrainsent During Baker's Yeast
Fersentation on a Semi-Solid Substrate in an
Air-fluidized Bed Feraentor.

19688 Seaisolid State Ferasntation of Baker's Yeast in
an Air-Fluidized Bed Fersentor.

-

1987 Optically Monitoring Baker's Yeast (Sacharomyces
cerevisiae) Browing in an Air~fluidized/expanded
Potato Starch Matrix.

1987 Preparation of Fungal Starter Culture in Liguid
Fluidized bed Reactor

1987 Fluidized Bed Solid Substrate Fersentation
tricodersa reesel Ferasntation.

1988 Develapsents-in Bioreactors for Fuel Ethanol
Production. h

Publicacitn

Bioprocess
Engineering No.2

pp.23-3t

Bioprocess
Engineering No. 4
pp. 209-213

Revision bibliogratica.

Tipo de Reactor

Lacho Fluidizado (por aire).

Lecho Fluidizado, (Con aire)

Rppl.Bioches. Biotech Lecho fluidizado
nol. Vol.18 pp. 3-17

3. Ind.Hicrobiol. No.

2 pp. 187-193.

Biotechnol.
Technigues Vol. 1
No.3 pp 173180

Ann. Bioches. Eig.
Sysp. pp. 47-57

Lecho fluidizade (con aire).

Lecho fluidizado
{liquidofluidizado)

Lecho tluidizado,

Process Bioches. Oct Varios

pp 138-145.

Microorganisao Sustrato

Producto Gbservationes

Sacaromyces  Glucosa, Etanol.  Bioreactor de lecho gasfluidizado instrussntado
carevisise.  sulfato de totalamnte )
aaonio, adicitn continua de sustrato
extrac. sedicitn de CO2,ETOH y clulas
lovedurs y
fosf.
potasio
Levadura de  Alaidon de Protefna Sist. de acond. de aire (T y 0 con vapor directo
panaderia papa extracelul y una columa de hua. y otra de slisin. de exceso
(Sacharosyces hidrolizado ar. de agua.
cerevisise)  enziadticase
nte. ‘
Saccharoayces Papa Bloassa  Sistess de acondicionasiento de aire (filtrado) p/
cerevisiae pre—digerida midificer y controlar 1a tesperatura.
con :
alfa-amilasa
s de A,
Oryzae.
Levadura de  Alaidon de Piomasa  Sist. de acondic. de aire (T y N} con vapor
panaderia papa (Levaduras directo y una columna de huaid. y otre de
{Sacharosyces hidrolizado ) elisinacitn exceso de agua.
cerevisiaa)  enzisaticase
’ nte.
Trichoderaa  Mazorca de Biosasa  Colusna de vxdr.‘io enchaguetada: 3.5 ca d.i. X 100
reesei (Rut  safz. (sicelio) ca alt.,canicas coso soports, bosba perist.
£-30) recircular asdio,
Trichodersa  Mazorca de  Biosasa  Comparscitn entre lacho gastluidizado y
reesei (Rut  safz. {eicelip). liquidofluidizado, asbos busnos rendisisotos.
£-30 i
Varios Varios Etanol Revision a nivel esncion de diferentas reactores

(liquidos y solidos).





