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RESUMEN DEL TRABAJO

El presente trabajo se centr6 en determinar los parametros de crecimiento de
Akanthomyces muscarius en fermentacion liquida sumergida, el cual es un hongo con
potencial antagénico para el control de la enfermedad de la roya (Hemileia vastatrix)
del café. Para ello, se aislé una cepa proveniente de plantaciones de café con roya de
la Sierra Norte de Puebla. Se realiz6é una caracterizaciéon morfolégica y molecular,
también se evalud el crecimiento en fermentaciéon sélida tanto en agar como en dos
sustratos: trigo y bagazo de café. Posteriormente se realizaron tres disefios
experimentales respecto a la fermentacion liquida sumergida en sistema de matraz
agitado, el primero consistié en un disefo totalmente al azar para la seleccion de la
mejor formulacion en el medio de cultivo, el segundo fue un disefo factorial 24, en el
cual se evaluo el efecto del nivel de volumen de trabajo, pH, agitacion y concentracién
de glucosa y el ultimo fue un disefo de caras centradas para la optimizacién en las
condiciones de fermentacion mediante superficies de respuesta al maximizar p,s, v
Xmax del crecimiento del hongo. Con lo anterior, se disen6 y se construyoé un biorreactor
batch replicando las mejores condiciones identificadas en el sistema de matraz
agitado. Para la cinética del fermento, se propuso un modelo que contempld el

consumo de sustrato, concentracién de biomasa y la transferencia de oxigeno.
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INTRODUCCION

Hoy en dia, México ocupa el décimo lugar en produccion de café y, ademas, es lider en
exportacion de café organico siendo una fuente de trabajo de millones de mexicanos
desde la recoleccién del grano hasta su procesamiento (OIC, 2022; CEDRSSA, 2019).
A nivel nacional, Puebla ocupa el tercer lugar en produccion de café gracias a la regién

cafetalera de la Sierra Norte (Cressey, 2021).

La roya, inducida por el fitopatégeno Hemileia vastatrix, es considerada como una de
las enfermedades méas devastadoras en la produccién de café (Alvarado et al, 2020).
Actualmente se han implementado alternativas para el combate de la enfermedad,
una de ellas es el control biolégico, la cual hace uso de microorganismos antagénicos
como hongos con capacidad para controlar a un determinado fitopatdgeno.
Akanthomyces muscarius es un hongo ascomiceto considerado como un enemigo
natural de Hemileia vastatrix y se suele observar sobre las pustulas de la roya en
cafetales de la Sierra Norte de Puebla (Ramirez et al, 2021). Por otro lado, también
se ha reportado como un agente potencial para el control de plagas en diversos
cultivos, por tanto, resulta ser biotecnologicamente bastante atractivo; sin embargo,
solo se suele cultivar por fermentacién sélida con un lento crecimiento en comparacién
con otros géneros como 7richoderma, que suelen crecer relativamente rapido. Esto es
una clara desventaja para su escalamiento y aprovechamiento comercial. Otros
hongos como Aspergillus niger se han cultivado exitosamente en fermentacion
sumergida (fermentacién sumergible en medio de cultivo liquido), la cual ofrece un
mayor aprovechamiento de los nutrientes, se logran estructuras mas infectivas vy,
ademds, es escalable a nivel industrial (Garcia & Lépez, 2018). Condiciones
experimentales como la formulacién del medio de cultivo, concentracion del sustrato,
pH, temperatura, agitaciéon y aireaciéon se evalian cominmente en este tipo de

fermentaciones. Para ello, los parametros cinéticos del crecimiento celular son clave
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para optimizar las condiciones de crecimiento y sirven de base para el disefno y

escalamiento del cultivo en un biorreactor apropiado.

En este contexto, la presente investigacion abordé el aislamiento del hongo
Akanthomyces muscarius proveniente de plantaciones infectadas de roya de la Sierra
Norte de Puebla. Enseguida, se identific6 la mejor formulacién del medio de cultivo
para agilizar su crecimiento y se evalu6é ademas el efecto de la agitaciéon, volumen
ocupado, pH y concentracion de sustrato sobre la velocidad de crecimiento especifico
MAaximo Uy, Y concentracién maxima Xz, de crecimiento microbiano. Finalmente,
se realiz6 el escalamiento del cultivo en un biorreactor intermitente con sistema de
agitacién y automatizado con tecnologia Arduino, para esta etapa, se evalud el efecto
de la aireacion sobre [mex V Xmax- LiOs resultados obtenidos contribuiran a la
produccion de agentes de control biolégico en fase liquida y, en el caso particular de
Akanthomyces muscarius, para el desarrollo de un bioproducto cuya eficiencia puede

ser evaluada en plantas de café infectadas con roya de la Sierra Norte de Puebla.
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En anos recientes se ha incrementado el uso de microorganismos antagénicos como
los hongos en atencion a la aplicacion de las practicas limpias en la agricultura para
el control de enfermedades agricolas (Agrios, 2020). Aunque los hongos de interés
biotecnoldgico suelen cultivarse en fase solida, debido a su bajo costo, esta tecnologia
presenta desventajas significativas como el desaprovechamiento de nutrientes, un

crecimiento mas lento y limitaciones para el escalamiento industrial.

En el contexto del control biolégico de la roya de café, se han explorado diversos
hongos, entre ellos a Akanthomyces muscarius. Recientemente se ha reportado que
este hongo tiene efecto potencial para el control de la roya del café e incluso para el

control de otras enfermedades y plagas (Zhang et al, 2017, Turco et al, 2024,
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Wilberts, 2023, Zelaya-Molina, 2022); sin embargo, presenta una propagacién lenta
en fase sélida a comparacion de otros géneros como 7richoderma, que suelen crecer
relativamente rapido (Cortez-Madrigal, 2007), por ejemplo, en diversos agares se han
reportado crecimientos radiales entre 2.1-2.5 mm en 10 dias (Saidi, 2023) y en
diversos sustratos como arroz, trigo, etc., presenta colonizacion completa después de
los 20 dias de incubacién (Diaz, et al, 2014), lo que limita su viabilidad comercial y
escalamiento industrial. Estas caracteristicas subrayan la necesidad de explorar
alternativas como la fermentacién liquida sumergida para optimizar su produccién y
escalabilidad disminuyendo los costes comerciales y asi, hacerlo mas accesible a los

productores (Gutiérrez-Miceli et al, 2020).

La fermentacién liquida sumergida (FLS) permite mejorar los rendimientos y acortar
los tiempos de fermentacién con menos mano de obra (Lépez, 2023); también facilita
la producciéon a una mayor escala con menor espacio fisico y, permite controlar las
condiciones de crecimiento nutricional durante el cultivo (Mascarin, et al, 2019).
Ademas, se ha reportado una virulencia similar o incluso mayor de hongos de control
biolégico en comparaciéon con aquellos cultivados mediante fermentacién soélida

(Mascarin 2015, Lépez, 2023).

Por otro lado, diversos estudios han reportado exitosamente el crecimiento y
esporulacion de algunos hongos de control biolégico tales como: Beauveria bassiana,
Metarhizium anisopliae, y Paecilomyces fumosoroseus (Samsinakova, A. 1966; De la
Torre, M. y Cardenas-Cota, H. M. 1996; Hegedus, D. D., et al,(1990); Jackson, M. A.
et al., 2003) y mas recientemente se han identificado algunos medios de cultivo para

el crecimiento en fase liquida de Lecanicillium lecanii (Reyes-Hernandez, et al., 2014).

Lépez, et al, (2023) fue pionero en explorar la FLS con Akanthomyces muscarius
teniendo una alta produccién de blastosporas incluso desde el segundo dia de

fermentacion; sin embargo, en este reporte no se exploro6 el efecto de las condiciones
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de cultivo que maximicen tanto la produccién de biomasa como la velocidad de

crecimiento de este antagénico.

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar los parametros de crecimiento en fermentaciéon liquida sumergida de

Akanthomyces muscarius para el disefio y operaciéon de un biorreactor batch a escala.

Objetivos especificos

1. Aislar al hongo Akanthomyces muscarius de hojas de café infectadas con
Hemileiae vastatrix provenientes de la Sierra Norte de Puebla.

2. Caracterizar la morfologia macroscépica y microscopica en medio de cultivo
solido.

3. Realizar la identificacion genotipica de Akanthomyces muscarius mediante la
extraccion, amplificacion y secuenciacion de la region del Espaciador Transcrito
Interno (ITS) y de la subunidad pequefia mitocondrial 18S rRNA.

4. Determinar los parametros de crecimiento (formulacién del medio de cultivo,
concentracién de glucosa, volumen de trabajo, pH y agitacién) de
Akanthomyces muscarius en fermentacién liquida sumergida en sistema de
matraz agitado.

5. Disenar y evaluar la eficiencia de un biorreactor batch a escala para el
crecimiento de Akanthomyces muscarius.

HIPOTESIS

Akanthomyces muscarius tendra mayor velocidad de crecimiento a través de la FLS

en un biorreactor batch con tecnologia Arduino respecto al sistema de matraz agitado

y respecto a la fermentacion sélida convencional.



""Un objetivo sin un plan es solo
un deseo"
Antoine de Saint-Exupéry



CAPITULO 1
ANTECEDENTES



En este Capitulo se abordan conocimientos generales respecto a los hongos con énfasis
en los ascomicetos, una gran familia que tiene capacidad de control bioldgico,
posteriormente se aborda a la roya, una problematica latente en el café. Enseguida se
resalta la importancia biotecnolégica de Akanthomyces muscarius, un hongo
potencial para el control de esta enfermedad. Finalmente se discuten las formas en
las que se pueden producir los hongos en forma ex situ, siendo la fermentaciéon liquida
sumergida una alternativa para el escalamiento industrial de Akanthomyces

muscarius con tecnologia Arduino.

1.1 Hongos

1.1.1. Generalidades

Los hongos no pertenecen ni al reino Plantae ni al reino Animalia, sino que se agrupan
en un reino independiente conocido como Fungi. Estos organismos son eucariotas y
comparten ciertas caracteristicas superficiales con las plantas, como la presencia de
una pared celular, vacuolas llenas de jugo celular y una corriente plasmatica
observable, ademas, son organismos inmoviles. No obstante, se diferencian de las
plantas en que carecen de clorofila y, por ende, de la capacidad de realizar fotosintesis;
en cambio, son heterétrofos, lo que significa que dependen de la materia organica para

obtener energia y nutrientes (Schlegel, 1997).

Los hongos requieren condiciones aerobias para su crecimiento, y su fuente de energia
proviene de la oxidaciéon de materia organica, la cual pueden adquirir mediante tres
estrategias diferentes: saprofitismo, parasitismo y simbiosis mutualista. En el
saprofitismo, los hongos descomponen materia organica muerta o en estado de
descomposicién, desempenando un papel crucial en los ciclos biogeoquimicos. Por otro
lado, el parasitismo implica que el hongo vive a expensas de otro organismo,

generalmente causando dano al hospedador. Finalmente, la simbiosis mutualista se



caracteriza por una interacciéon biolégica en la que el hongo establece una relaciéon de
beneficio mutuo con otra especie, como ocurre en las micorrizas, donde los hongos
facilitan la absorcién de nutrientes en las raices de las plantas a cambio de compuestos

organicos que la plantas les proveen (Villalba, 2021; Smith & Read, 2008).

El reino Fungi incluye una amplia diversidad de especies que desempenan roles
ecolégicos, econdmicos y médicos fundamentales. Desde su participaciéon en la
descomposicién de materia organica y el reciclaje de nutrientes, hasta su uso en la
produccion de alimentos, medicamentos y biofertilizantes, los hongos son esenciales
en multiples aspectos de la vida en la Tierra. Comprender sus mecanismos de
Interacciéon y obtenciéon de energia es clave para aprovechar su potencial

biotecnoldgico y ecoldgico.

Los hongos estan conformados por un cuerpo vegetativo que se caracteriza por la
presencia de filamentos delgados denominados hifas, los cuales miden
aproximadamente 5 micrémetros de didmetro (ver figura 1). Estas hifas se ramifican
repetidamente, extendiéndose tanto sobre la superficie como al interior del sustrato,
lo que les permite explorar y absorber nutrientes de manera eficiente (Kuhar et al,

2013).

Cada hifa esta compuesta por una pared celular rigida, formada principalmente por
quitina y glucanos, que proporciona soporte estructural y protege al hongo contra el
estrés ambiental. En su interior se encuentra el citoplasma, que contiene los
organulos celulares necesarios para las funciones metabdlicas del organismo. El
conjunto de todas las hifas que forman parte del hongo se denomina micelio, el cual
constituye su estructura principal y es esencial para su supervivencia y crecimiento

(Carlile et al, 2001).



Figura 1. Diversas formas de crecimiento de hongos. A) Hifa aseptada de Mucor
mucedo (Zygomiceto). La hifa se ramifica para formar un micelio. B) Hifa septada y
ramificada de 7richoderma viride (Ascomiceto). Los septos se indican con flechas. C)
Células de levadura de Schizosaccharomices pombe (Ascomiceto) dividiéndose por
fisién binaria. D) Células de levadura de Dioszegia takachimae (Basidiomiceto)
dividiéndose por gemacién. E) Pseudohifa de Candida parapsilosis (Ascomicota), que
se considera una etapa intermedia entre las células de levadura y las hifas
verdaderas. Fuente: Webster, 2007

Una caracteristica distintiva de las hifas es su capacidad de crecer por los extremos,
un proceso conocido como crecimiento apical. Este tipo de desarrollo permite que

cualquier parte del micelio pueda extenderse, lo que contribuye a la colonizacién
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eficiente de nuevos sustratos y a la expansién del hongo en su entorno (Moore et al,
2011). Este crecimiento estid regulado por la accién de vesiculas que transportan
materiales necesarios para la sintesis de la pared celular y la expansion de la

membrana plasmatica en los extremos de las hifas.

Los hongos desempenan un papel crucial en los ecosistemas como descomponedores
de materia organica y como simbiontes, y su micelio es clave para estas funciones.
Ademas, su capacidad de ramificacién y expansion hace que sean organismos de gran

Interés en aplicaciones biotecnoldgicas y agricolas.
1.1.2. Formas de reproduccion

En los hongos se pueden distinguir dos tipos principales de reproducciéon: la asexual
y la sexual. La reproducciéon asexual consiste en la formacion de esporas a través de
procesos como gemacién o fragmentacién (ver figura 1 C y D y figura 2 A). En este
mecanismo, se generan estructuras conocidas como conidios o conidiésporas (ver
figura 2 B), las cuales se forman por estrangulacién en el extremo de las hifas
(Schlegel, 1997). Por otro lado, si las esporas se producen dentro de recepticulos
denominados esporangios, estas se llaman esporangidésporas. Ademas, la
multiplicaciéon puede ocurrir mediante la rotura de las hifas, lo que genera células
individuales denominadas artrésporas. En algunos casos, estas células se encuentran
rodeadas por una pared celular gruesa y se denominan clamidésporas tal como se

ilustra en la figura 2 C (Villalba, 2021).

La reproducciéon sexual, por su parte, implica la fusiéon de dos nucleos mediante la
formaciéon de células sexuales o gametos. Este proceso conlleva una mayor
variabilidad genética y es una caracteristica fundamental para muchos hongos
(Schlegel, 1997). Segtn el tipo de reproduccién, los hongos se clasifican en dos grandes

grupos principales: Ascomycota y Basidiomycota.
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Figura 2. Reproduccién asexual de algunos hongos. A) Por gemacién como lo hacen
las levaduras. B) Por ruptura de hifas en células aisladas como los conidios y C) por
la formacion de una pared gruesa, clamiddésporas. Fuente: Hans G. Schlegel, 1997.

Los hongos del filo Ascomycota tienen la capacidad de reproducirse tanto sexual como
asexualmente. Durante la reproduccion asexual, estos hongos forman esporas
denominadas conidios o conidiésporas directamente a partir de las hifas, sin
necesidad de desarrollar un cuerpo fructifero (Kuhar et al, 2013). Por otro lado,
cuando la reproduccién sexual ocurre, se forman cuerpos fructiferos que albergan una
estructura especializada conocida como asco. En estos ascos, se producen células en
forma de bolsa que contienen a las esporas sexuales, llamadas ascosporas (Kuhar et

al, 2013).

En contraste, los hongos del filo Basidiomycota se caracterizan por reproducirse
exclusivamente de manera sexual. En este caso, las esporas sexuales, denominadas
basidiosporas, se forman en la punta de estructuras llamadas basidios. Este
mecanismo de reproducciéon esta estrechamente relacionado con los cuerpos
fructiferos macroscépicos que suelen desarrollar, como los tipicos "hongos" que se

observan en la naturaleza (Villalba, 2021).
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1.1.3. Ascomicetos

Segun la clasificacién tradicional, los hongos se agrupan en cinco grandes filos
principales:  Chytridiomycota, Zygomycota, Glomeromycota, Ascomycota 'y
Basidiomycota (Webster & Weber, 2007). De estos, los ascomicetos (Ascomycota)
representan el grupo mas diverso, con aproximadamente el 75% de las especies de
hongos conocidas. Ademas de su importancia taxondmica, los ascomicetos destacan
por su diversidad de formas de vida, que incluyen organismos unicelulares como las
levaduras (Saccharomyces cerevisiae), asi como hongos filamentosos como
Aspergillus, Penicillium y Akanthomyces (figura 3). Estas caracteristicas les permiten
adaptarse a una amplia variedad de nichos ecoldgicos, desde suelos y aguas hasta
Interacciones simbidticas como los liquenes, en los cuales colaboran con algas o
cianobacterias (Honegger, 2001). En términos fisiolégicos, los ascomicetos, al igual
que otros hongos, presentan una pared celular compuesta por quitina y glucanos, pero
su ciclo de vida incluye tanto fases haploides como diploides, lo que favorece una alta
variabilidad genética. Ademas, su reproduccién mediante conidios les permite una

rapida dispersién y colonizacién de nuevos habitats (Deacon, 2006).

Figura 3. Ejemplos de ascomicetos en medio de cultivo sélido. A) Aspergillus niger
(Levitin, E., 2024), B) Penicillium sp (Xiuping, 2012) y C) Akanthomyces muscarius
(Fuente propia).
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Desde una perspectiva biotecnologica, los ascomicetos son fundamentales en la
produccion de compuestos de interés industrial y farmacéutico. Por ejemplo,
Penicillium chrysogenum es responsable de la produccién de penicilina, mientras que
Aspergillus niger se emplea en la produccién de acido citrico y enzimas como amilasas
y proteasas (Sanchez, 2009). Estas aplicaciones los hacen cruciales para la

biotecnologia moderna y resaltan la importancia de su estudio y aprovechamiento.
1.1.4. Los Hongos como Agentes de Control Biolégico

El control biolégico es el conjunto de técnicas que emplea organismos vivos para
disminuir y/o controlar plagas y enfermedades especificas de cultivos, cuyo propdsito
es tener una menor afectacién al medio ambiente (Vidal et al, 2021); para ello, es
importante identificar claramente a los enemigos naturales (antagonistas) de los
fitopatogenos y de plagas que permitan un control seguro y eficaz. Dentro de los
grupos de microorganismos que tienen capacidad antagdnica, destacan los hongos,
levaduras y bacterias utilizados para la elaboracién de productos comerciales y suelen
ser aplicados en las semillas, plantulas, suelo, o por aspersion foliar y hasta en frutos

(Bhattacharjee & Dey, 2014; Hernéndez et al., 2007).

Las principales caracteristicas de los hongos antagonistas son: 1) capacidad para
colonizar superficies y persistir, 2) mayor habilidad para adquirir nutrientes, 3)
capacidad de adaptacién y sobrevivencia a diferentes condiciones ambientales, 4)
estabilidad genética, 5) eficacia en bajas concentraciones, 6) bajos requerimientos de
elementos nutricionales y, 7) eficacia de sobrevivir o parasitar una amplia gama de

microorganismos patégenos y/o plagas (Vidal et al, 2021).

Dentro de los mecanismos de accién asociados a microorganismos antagonistas
destaca la competencia por espacio y nutrientes, siendo esta ultima la principal causa
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de muerte microbiana; en tanto la antibiosis es el proceso mediante el cual un
microorganismo destruye a otro por medio de la produccion metabolitos toxicos,
compuestos volatiles y enzimas liticas las cuales disuelven o danan los polimeros
estructurales de la pared celular tales como quitina y B (1-3) glucano (Sucaticona,
2018). El parasitismo o el micoparasitismo es la accién antagénica entre dos hongos,
donde uno parasita al otro, proceso mediante el cual el micelio del agente de control
penetra en diferentes estructuras del hongo patdgeno y degrada sus células a través
de la sintesis de exoenzimas hidroliticas, que degradan la pared celular del
hospedante, pudiendo ser utilizado como fuente de alimento por parte del antagonista.
La fungistasis tiene que ver con la imposicion de dormancia por el controlador

biolégico, al limitar nutrientes como la disponibilidad del carbono al patégeno.

Otros mecanismos son la induccion de la resistencia en las plantas y depredacién
(Vidal et al, 2021). En general, los antagonistas no tienen un tinico modo de accién
por lo que la multiplicidad de éstos es una caracteristica importante para su seleccion

como agentes de control biolégico (Larrea, 2001; Sucaticona, 2018).

Algunos de los principales retos de esta aplicaciéon biotecnoldgica es el uso de
microorganismos antagonicos inocuos al ser humano, sin efectos adversos al medio
ambiente, y que presenten adaptabilidad a las condiciones ambientales de la region
donde seran aplicados; una alternativa viable es la exploraciéon del uso de
antagonistas nativos de cada region. En cuanto a su escalamiento, la produccion
masiva de hongos requiere tecnologia adecuada, como la fermentacién liquida, lo que

puede incrementar los costos iniciales (Harman et al., 2004).
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1.2. El Café y la Roya

1.2.1 Impacto econémico del café

El café es considerado como uno de los productos agricolas mas importantes en el
plano internacional. Actualmente, alrededor de 25 millones de pequenos agricultores
son responsables del 80 % de la produccion mundial de café mientras que, mas de 125
millones de personas dependen del café para su sustento (OIC, 2020). Actualmente,
México ocupa el décimo lugar en producciéon de café, con una contribuciéon del 2.3% de
la producciéon internacional y, ademas, es lider en exportaciéon de café organico
(statista, 2024), siendo Chiapas (40.6%), Veracruz (24.3%) y Puebla (15.8%), los
principales estados productores de este producto agricola (SIAP, 2024). A nivel
regional, la Sierra Norte es la principal zona cafetalera de Puebla, con una

contribucién del 89.6% en el afio agricola 2023 a nivel estado (SIAP, 2024).
1.2.2. Roya del café

La roya del cafeto, enfermedad causada por el hongo Hemileiae vastatrix, es la
principal causa de las pérdidas en la produccién de café (Castillo et al, 2022). Un
hallazgo que marcé huella de la roya en México fue lo acontecido entre los afios 2012
y 2016, periodo en el cual se registré una pérdida en produccién de café cercana al 40
% (SIAP, 2024). El impacto econémico de H. vastatrix en el cultivo del café no sélo se
debe a la reduccion de la cantidad y la calidad de la produccién, sino también a la
necesidad de implementar costosas medidas de control en los cultivares susceptibles.
En México esta enfermedad se ha reportado practicamente en todos los estados
productores de café tales como Chiapas, Veracruz, Oaxaca, y Puebla (SENASICA,
2019). Existen diversas estrategias para el control de la enfermedad; sin embargo, en
los ultimos anos, el control bioldgico sido de gran interés debido a las ventajas que
ofrece sobre otros tipos de control. Actualmente paises como Brasil, Costa Rica,

Colombia, entre varios otros, han evaluado el uso de antagonistas tanto a nivel
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laboratorio como en campo abierto. En cuanto al impacto del control biolégico de la
enfermedad, diversos estudios han reportado eficiencias superiores al 60% con el uso
de hongos, reduciendo tanto los efectos de Hemileia vastatrix como la produccion de
urediniosporas; sin embargo, pocos estudios han probado la efectividad en unidades
experimentales a campo abierto y una de las principales razones se debe a que

requieren grandes cantidades de hongos antagénicos para dichos experimentos.

1.2.3. Control biolégico de la roya del café en México

Es importante saber el curso de antagénicos de Hemileia vastatrix en México ya que,
uno de los principales inconvenientes en el uso de estos microorganismos implica que
estos sean tolerantes a las condiciones ambientales de cada regién, de lo contrario, no
es garantia que los resultados reportados por estudios extranjeros sean reproducibles
en México. Algunos estudios han evaluado el potencial antagdénico de bacterias,
hongos, metabolitos y la combinacién de ellos; sin embargo, la mayoria de las
investigaciones reportan bajos rendimientos o bien, los resultados no son concluyentes
(Fajardo et al, 2020; Ramirez et al. 2020; Martins, 2015; Gémez et al, 2017); como
bien se describi6 anteriormente, un reto de la biotecnologia de hongos y bacterias
consiste en incrementar la tolerancia a las condiciones medioambientales, y por ello,
una estrategia bastante conveniente consiste en la evaluaciéon de potenciales
antagonistas nativos de la regién de interés. Por ejemplo, existe evidencia de que
esporas de Acanthomyces muscarius, un hiperparasito de H. vastatrix, pueden
permanecer latentes por periodos de un ano en el suelo, y ser transportadas hasta las
hojas de los cafetos por hospederos como Coccus viridisy la hormiga Azteca instabilitis
(Jackson et al, 2012). Estas interrelaciones permiten el control natural de H.

vastatrix.
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1.3. Akanthomyces muscarius
1.3.1. Clasificacién Taxonémica

Akanthomyces muscarius es un hongo que ha llamado la atencién por su potencial
uso como agente de control. De acuerdo con Lépez, et al (2020), la clasificacién
taxondmica se muestra en la tabla 1. Dentro del género Akanthomyces, las especies

se han catalogado como agentes de control en el ambito agricola.

Tabla 1. Clasificacién taxonémica de Akanthomyces muscarius

Reino Fungi

Filo Ascomycota

Clase Sordariomycetes

Orden Hypocreales

Familia Clavicipitaceae

Género Akanthomyces

Especie Akanthomyces muscarius

Cabe mencionar que, los nombres cientificos de hongos se han actualizado,
especificamente, Verticillium hemileiae es un hongo que fue aislado de hojas de café
infectadas con Hemileia vastatrix (Diaz, 2014); sin embargo, este hongo se reagrupé
como Verticillium lecanii, que mas tarde fue nombrado como Lecanicillium lecanii 6
Lecanicillium muscarius (Turco, 2024), estas discrepancias fueron atribuidas en
algunos casos a la alta similitud de sus caracteristicas morfolégicas y que todos ellos
son considerados agentes de control biolégico tanto de plagas como en enfermedades
agricolas, otra atribucién adicional es que han sido aislados de mismas fuentes de
origen, lo que dificulta su diferenciacion. Finalmente, esta clasificaciéon fue
actualizada, ya que, un nimero considerable de especies dentro de Lecanicillium y
Verticillium han sido transferidas a Akanthomyces y esto fue posible gracias a una
profunda reclasificacién filogenética en el orden Hypocreales (Kepler et al., 2017;
Turco, 2024). Una forma tangible de identificar a la especie sigue siendo mediante el

analisis de secuencias genémicas.

17



1.3.2. Potencial Biotecnolégico de Akanthomyces muscarius

Los hongos entomopatégenos son agentes de control biolégico que atacan a insectos,
en este caso, insectos que se consideran plaga de un determinado cultivo.
Akanthomyces muscarius es conocido por su actividad entomopatogena en diferentes
grupos de insectos. De hecho, se han aislado cepas del género Akanthomyces en una
gran variedad de organismos, desde neméatodos (Meyer, et al, 1990; Gan, et al., 2007;
Van, et al,2007), insectos e incluso 4dcaros (Zare y Gams, 2001; Kim, et al, 2007;
Turco, 2024). De hecho, ha mostrado resultados promisorios contra Bemisia tabaco
(Mosca blanca), una plaga sumamente impactante en agricultura (Broumandnia,
2021). El mecanismo de control consiste en la adherencia de los conidios o blastosporas
fungicas a la cuticula del hospedador, enseguida las enzimas liticas como proteasas,
quitinasas, lipasas, entre otras avalan la germinacién y luego la penetracién de la
cuticula, eventualmente el insecto muere cuando el micelio ha inundado los tejidos
internos (Turco, 2024). Debido a su alta efectividad, ya se comercializa en Italia con
los nombres comerciales de Mycotal para moscas blancas y Verticillium para pulgones
y acaros (De Faria, 2007; turco, 2024). A. muscarius puede sobrevivir fuera de su
hospedero ya que, se considera un endodfico de algunas especies como el pepino

(Nicoletti, Becchimanzi, 2020).

En cuando a su capacidad como agente de control de enfermedades, el hongo también
ha mostrado eficacia contra patégenos flingicos como la roya del café y el oidio (Lépez
et al., 2020; Vargas et al., 2021). Estudios de campo en Brasil han demostrado que la
aplicacion de Akanthomyces muscarius reduce la incidencia de roya en plantaciones
de café en un 85% lo que resalta la utilidad del hongo como parte de estrategias de
manejo integrado de enfermedades (Rodriguez et al, 2022); sin embargo, en México
no se ha explorado significativamente. Es importante mencionar que evaluar la

eficiencia de este agente de control proveniente de marca comercial extranjera como
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Mycotal y aplicarlo a plantaciones de café infectadas con Hemileia vastatrix en México
no garantiza una alta eficiencia en el control de la enfermedad, una de las razones
principales es debido a las condiciones ambientales, que pueden ser muy distintas a
las condiciones 6ptimas recomendadas para el producto comercial, por tanto, es
1mportante continuar con el aislamiento de especies nativas de este género para ser

evaluadas en cultivos agricolas de la misma region.

Otro problema adicional a la aplicacién de estos agentes de control es su escalamiento
industrial, y por tanto es imprescindible hacer esfuerzos para explorar diversas
formas de cultivo para optimizar la produccién a gran escala y asi reducir los costos

en la aplicacion de estos productos.
1.4. Produccién de Hongos

El cultivo de hongos representa una herramienta biotecnoldgica esencial en la
produccion de metabolitos secundarios, enzimas industriales, bioplaguicidas, y otros
productos de interés econdémico. Los métodos de cultivo predominantes son la
fermentacién sélida (FS) y la fermentacién liquida sumergida (FLS). Estos procesos
ofrecen diferentes ventajas y limitaciones dependiendo del tipo de hongo, el producto

deseado, y las condiciones operativas.
1.4.1. Fermentacién Sélida (FS)

La FS es un método basado en el crecimiento de hongos en sustratos sélidos con alto
contenido de humedad. Simula las condiciones naturales de crecimiento, favoreciendo
la produccién de metabolitos especificos que no se producen en FLS debido a la
naturaleza del ambiente sélido. Los sustratos mas comunes son residuos agricolas y
agroindustriales, lo que la hace una técnica sostenible. Ejemplos incluyen bagazo de

cana, salvado de trigo, cascaras de café y frutas, mazorcas de maiz molidas. La
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mayoria de los hongos tanto ascomicetos como basidiomicetos se crecen
preferentemente por este tipo de fermentacion. Por ejemplo, Aspergillus niger: es
cultivado en salvado de trigo para la produccién de acido citrico, con rendimientos que
alcanzan hasta 180 g/kg de sustrato seco (Ali et al, 2016). Otro ejemplo es
Trichoderma reesei, la cual crece relativamente rapido en bagazo de cana en la cual
produce celulasas, esenciales para la degradacién de biomasa lignocelulésica. Este
método genera hasta 350 U/g de celulasas (Kumar et a/, 2008). La FS presenta menor
consumo energético, ya que no requiere agitacion ni equipos sofisticados, utiliza
residuos agricolas, reduciendo costos y promoviendo la economia circular y favorece
la producciéon de metabolitos hidrofébicos; sin embargo, es de dificil escalabilidad
debido a problemas de control de temperatura y oxigenacion y mayor susceptibilidad

a contaminaciones en comparaciéon con FLS.
1.4.2. Fermentacién Sumergida (FLS)

La FLS consiste en cultivar hongos en medios liquidos bien oxigenados. Es el método
preferido para aplicaciones industriales que requieren alta productividad y control
preciso de parametros fisicoquimicos. Los medios liquidos suelen estar enriquecidos
con fuentes de carbono (glucosa, lactosa), nitrégeno (peptonas, sales de amonio) y
micronutrientes. Por ejemplo, el medio de Sabouraud modificado para la produccion
de antibiéticos o bien, el medio con sacarosa y sales para cultivos de hongos
entomopatoégenos como Beauveria bassiana. Este tipo de fermentacion ha sido menos
explorada en comparaciéon con la FS; sin embargo, se ha explorado la FLS con
Penicillium chrysogenum, el cual es cultivado para la produccién de penicilina, el
antibiético mas producido a nivel mundial. Se reportan rendimientos de hasta 50 g/L
(Demain & Elander, 1999). También se ha explorado Akanthomyces muscarius: para
producir conidios destinados al control de plagas, como la mosca blanca (Bemisia

tabaci), alcanzando producciones de hasta 2 x 10° conidios/L e inhibiciones del 70%-
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85% en cultivos de tomate (Shah & Pell, 2003, Bing-Lan, et al, 2003); sin embargo,
hasta el momento, no se han encontrado reportes sobre la optimizacion de las
condiciones de fermentaciéon de esta especie o incluso de otros agentes de control.
Algunas ventajas de este tipo de fermentacion son: facil escalabilidad y
automatizacién en biorreactores, produccién homogénea debido a la mezcla constante
del medio y control preciso de factores como temperatura, pH y oxigenacién; sin
embargo, el alto consumo energético y de agua, asi como un mayor costo debido al
disefio y operacion de biorreactores ha limitado su uso. La tabla 2 muestra un breve

resumen comparativo entre las FS y la FLS.

Tabla 2. Comparacién entre la Fermentacién sélida y sumergida
Fermentacién liquida

Caracteristica Fermentacién sélida (FS)
sumergida (FSM)
Ambiente Sélido, baja humedad Liquido
Costo Bajo Alto
Escalabilidad Dificil Facil
Productos Enzimas, metabolitos Antibiéticos, bioplaguicidas

Fuente: Tabla adaptada de Kumar, et al, (2008), Demain y Elander (1999) y Shah y
Pell (2003).

1.5. Cinética de Crecimiento Microbiano

La cinética de crecimiento microbiano estudia la velocidad a la cual los
microorganismos crecen y se multiplican en un medio dado, influenciada por factores
como nutrientes, temperatura, pH, oxigeno, entre otros. Este conocimiento es crucial
en biotecnologia, industria alimentaria y procesos ambientales para optimizar la

produccién de metabolitos, enzimas, o biomasa (Madigan et al., 2018).
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Cuando una cantidad pequefia (inéculo) de células vivas es adicionada a una solucién
liquida con nutrientes esenciales, a temperatura y pH adecuados, las células crecen.
Dicho crecimiento tiene dos manifestaciones de acuerdo con la morfologia de las
células involucradas. Para organismos unicelulares su crecimiento es debido a su
divisién, el incremento de biomasa (masa de materia viva) es acompafiado del
incremento del tamano, la longitud y el nimero de células presentes. Para el caso
particular de hongos, la longitud y nimero de micelio incrementan. Asociado con el
crecimiento hay otros dos procesos: consumo de algiun material por la célula y la

generacién de algiin metabolito o producto (Bailey y Ollis, 1989).

El sistema discontinuo consiste en sembrar un medio liquido con inéculo de células
vivas, nada (excepto algin gas) es adicionado al cultivo o removido de él durante el
proceso de crecimiento. La concentracion de nutrientes, células y productos cambian
con el tiempo (Bailey y Ollis, 1989). También deben considerarse las condiciones de
temperatura, fuerza iénica, pH, aireacion, etc., si se establecen al inicio es probable
que varien durante el transcurso, a no ser que se controlen externamente (Quintero,

1981).

De acuerdo con Brock, et al., (2008), el crecimiento microbiano en un cultivo cerrado

(batch) tipicamente se divide en cuatro fases (ver figura 4):

1. Fase lag (adaptacién): El microorganismo ajusta su metabolismo al medio
ambiente. No hay incremento significativo en la biomasa.

2. Fase exponencial (log): El crecimiento ocurre a su méaxima velocidad,
determinada por factores intrinsecos del microorganismo y condiciones
ambientales.

3. Fase estacionaria: Los nutrientes se agotan y/o los productos metabdlicos

toxicos se acumulan. El crecimiento neto se estabiliza.
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4. Fase de muerte: Los microorganismos empiezan a morir debido a condiciones

desfavorables.

Fase estacionaria

‘,

4m Fase de muerte

4@ Fase de crecimiento

Ln (Concentracion celular)

1

Fase de adaptacion

Tiempo
Figura 4. Curva tipica de crecimiento celular. Figura adaptada de Doran (1988)

Los modelos matematicos describen y predicen el comportamiento del crecimiento
bajo diferentes condiciones. Entre los mas usados estan el modelo de Monod y el

modelo logistico.
1.5.1. Modelo de Monod

El modelo de Monod describe el crecimiento microbiano en funcion de la concentraciéon

del sustrato limitante mediante la ecuacion 1 y 2.

dx_ 1
_ CS 2
u—umaxKS+CS (2)
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Donde x: Concentracién de biomasa (g/L), u: velocidad especifica de crecimiento
microbiano (h'1), C,: concentracién de sustrato, g/ L, .- velocidad especifica
maxima de crecimiento en h'l, alcanzada cuando el sustrato no es limitante, y K : la
constante de Monod, g/L, también llamada constante de saturacién, es la

concentraciéon de sustrato a la que la tasa especifica de crecimiento es la mitad de

.umax .

A concentraciones bajas de sustrato (C; < K;), el crecimiento es limitado por el
sustrato, y u es proporcional a C;. Por otro lado, a altas concentraciones de sustrato
(Cs » K, ), u se aproxima [,gy, indicando que el crecimiento ya no depende del

sustrato (Monod, 1949).

El tiempo requerido para que el nimero de células o peso seco se duplique, llamado
tiempo de duplicacion td, es relacionado a la velocidad especifica de crecimiento por:
Ln(2)

tg =—— 3
.= 3)
Umax Tepresenta la capacidad maxima del microorganismo para crecer bajo
condiciones 6ptimas. Un valor alto indica un microorganismo altamente eficiente. Por

otro lado, C, indica la afinidad por el sustrato. Microorganismos con valores bajos de

C, pueden crecer eficientemente en bajas concentraciones de sustrato.

1.5.2. Modelo Logistico

El modelo logistico describe el crecimiento microbiano en condiciones limitadas por
espacio o nutrientes, siendo util en sistemas cerrados. La ecuaciéon 4 describe al

modelo.

C;_)t( = UmaxX (1 —- = ) 4)

Xmax
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Donde x: Concentracién de biomasa (g/L), X4, Biomasa maxima que puede
alcanzarse en el sistema (g/L), conocida como capacidad de carga y fyq, - velocidad

especifica maxima de crecimiento en dias™.

Cuando x << x4y, €l crecimiento es exponencial, dominado por ., Sin embargo,
cuando x — x,,,., €S crecimiento se desacelera, ya que los recursos disponibles son
limitados y cuando x = x;,,4,: la tasa de crecimiento es cero, indicando que el sistema
ha alcanzado su limite de capacidad. Si y,,,, es elevado, implica un crecimiento mas
rapido en la fase exponencial mientras que X,,,, depende del cultivo, el volumen y la
naturaleza del microorganismo. Asi pues, este modelo es bastante Gtil cuando existe
una desaceleracion tal como la fase estacionaria, ademas, es util porque el modelo

solo depende de X (Verhulst, 1838, Kirkwood, 1995).

En resumen, ambos modelos tienen implicaciones especificas, el modelo de Monod es
1deal para describir sistemas dependientes del sustrato, mientras que el modelo

logistico es mas apropiado para sistemas con limitaciones especiales o ambientales.

1.5.3. Consumo de sustrato

El sustrato consumido por las células se canaliza a diferentes rutas metabdlicas. Parte
del sustrato puede utilizarse directamente en el crecimiento y en la sintesis de
producto, mientras que otra parte se utiliza para generar la energia necesaria para
las actividades de mantenimiento. El sustrato requerido para el mantenimiento varia
considerablemente dependiendo del organismo y de las condiciones de cultivo. Una
estimacion completa del consumo de sustrato deberia incluir un componente de
mantenimiento (Madigan et al, 2018). La velocidad especifica de consumo de sustrato

para actividades de mantenimiento se conoce como coeficiente de mantenimiento, ms;
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sin embargo, este parametro ha sido muy debatido, ya que existen indicios de que ms
no es constante a todas las velocidades de crecimiento, para un determinado
organismo; sin embargo, el valor de dicha constante es pequeno, y suele excluirse de

la ecuacion.

. dc 9
La velocidad de consumo de sustrato (d—ts) puede expresarse en funcién de la

concentracion de biomasa mediante la ecuacién 5.

dc 1 dx dx
e m 5)
dt Yy dt dt

Donde Y,: es el rendimiento verdadero de biomasa a partir de sustrato, mg: es el
coeficiente de mantenimiento y x: la concentracién de la biomasa (g/L). La anterior
ecuacion establece que la velocidad de consumo de sustrato depende en parte de la
velocidad de crecimiento pero que varia con la concentraciéon de células presentes.
Cuando C es cero, el sustrato se consumira a una velocidad igual a myC. El consumo
de sustrato en ausencia de sustrato es imposible, por lo que esta situaciéon en la
ecuacién (5) no es realista; sin embargo, la ecuacién es una descripcién realista del

consumo de sustrato siempre que exista sustrato en el exterior.

Algunos factores que afectan el consumo del sustrato son el tipo de sustrato ya que
algunos microorganismos tienen mayor afinidad por sustratos especificos. Por
ejemplo, Saccharomyces cerevisiae consume eficientemente glucosa, pero a menor
tasa consume xilosa (Lynd et al, 2002), la Concentracién de Sustrato pues a altas
concentraciones pueden causar inhibicién por sustrato en algunos casos, mientras que
concentraciones muy bajas limitan el crecimiento (Monod, 1949), la Disponibilidad de
Oxigeno ya que en procesos aerdbicos, el consumo de oxigeno esta estrechamente

ligado al consumo de sustrato y finalmente las Estrategias de Alimentacién pues en
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procesos fed-batch, el suministro gradual de sustrato puede prevenir inhibiciones y

mejorar la eficiencia (Lee et al,, 1999).
1.5.4. Transferencia y Consumo de Oxigeno

El balance de oxigeno es critico en las fermentaciones aerobias, ya que es esencial
para la respiracion celular y la generacién de energia en los microorganismos. En
sistemas industriales, mantener un adecuado suministro de oxigeno es clave para
optimizar el crecimiento celular y la produccion de metabolitos. El oxigeno se
transfiere desde la fase gaseosa a la fase liquida y luego es consumido por los

microorganismos (Shuler & Kargi, 2017).

El balance global de oxigeno en el biorreactor desde el gas al liquido se describe por

la ecuacion 6.

dac, ax
ar = kLa(Co * _Co) - QOE (6)

Donde C,,: concentracién de oxigeno disuelto en el liquido (mg/L), C,, *: Concentracién
de oxigeno en equilibrio con la fase gaseosa (saturacién, mg/L) y k,,: Coeficiente
volumétrico de transferencia de oxigeno (h'1), que describe la eficiencia con que el
oxigeno se transfiere al medio, q,: Tasa especifica de consumo de oxigeno por célula

(mg de O2/g de biomasa-h) y x: Concentracién de biomasa (g/L).

El consumo de oxigeno (g,) se puede calcular a partir de la ecuacién 7.

o = £ )

Yx/o
Donde Y,,,,' Rendimiento de concentracion de biomasa por consumo de oxigeno g
biomasa/g de O2-h) y u: velocidad especifica de crecimiento microbiano (h'1).
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Si C,, — 0: El consumo supera la transferencia, provocando limitaciones de oxigeno,
lo que afecta el crecimiento celular, por otro lado, Co; — C,,: es constante, indica que el

sistema mantiene un balance entre transferencia y consumo.

La primera parte del lado derecho de la ecuacion 6 describe la transferencia de oxigeno
desde la fase gaseosa a la fase liquida mientras que, la segunda parte describe el

consumo por los microorganismos.

Asi pues, k;, depende de las caracteristicas del sistema, es decir, velocidad de
agitacion, diseno del reactor y tipo de dispersor del gas, también de las propiedades
del medio como la viscosidad, densidad, etc. y de las condiciones operativas, es decir,
flujo de aire, presién, temperatura, etc. (Garcia-Ochoa y Gomez, 2009). Por tanto, este
parametro permite seleccionar el diseno mas eficiente para sistemas con alta
demanda de oxigeno, predice los cambios en las tasas de transferencia de oxigeno en
el escalamiento y sirve de monitoreo y control ya que permite ajustar la velocidad de
agitacion y/o flujo de aire. Dentro de las condiciones operativas una mayor agitacion
y aireacién aumentan k; , mejorando la transferencia. Por otro lado, una alta densidad
celular el consumo de oxigeno aumenta mientras que medios viscosos reducen la
transferencia de oxigeno al aumentar la resistencia en la pelicula liquida (Garcia,

Gomez, 2009).

1.6. Tecnologia Arduino para el Disefio de Biorreactores

Los avances tecnoldgicos han impulsado el diseno de procesos industriales que
maximizan la eficiencia energética y operativa, lo que resulta en una mayor
competitividad en el mercado. En este contexto, la implementacion de sistemas de
control automatico juega un papel esencial al optimizar el rendimiento y reducir la

variabilidad de los procesos. Segin Seborg et al. (2010), el control automético permite
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mejorar significativamente la estabilidad y la productividad en sistemas complejos.
De igual manera, Ogunnaike y Ray (1994) destacan que estos sistemas facilitan la
integraciéon de tecnologias avanzadas para responder de manera efectiva a los

desafios dindmicos en entornos industriales.

La implementacién de biorreactores comerciales se enfrenta a desafios significativos,
siendo los costos de adquisicion y mantenimiento los principales obstaculos para su
adopcién en muchas instalaciones de investigacion y produccién. Estos equipos suelen
requerir inversiones sustanciales, tanto en la compra inicial como en los gastos
operativos para garantizar su funcionalidad a largo plazo. Ante esta limitacion, se ha
buscado el diseno de biorreactores mas accesibles, utilizando tecnologias econémicas

y versatiles, como es el caso de Arduino (Seborg et al., 2010).

Arduino es una plataforma de hardware de cédigo abierto que consta de un
microcontrolador programable, el cual puede ser utilizado para desarrollar una
amplia variedad de sistemas electronicos. La ventaja principal de Arduino radica en
su bajo costo, facilidad de uso, y la posibilidad de personalizar sistemas de monitoreo
y control, lo que lo convierte en una opcion ideal para el diseio de biorreactores
econémicos (Shuler & Kargi, 2017). Con Arduino, es posible integrar una variedad de
sensores y actuadores para controlar y monitorear variables clave en un biorreactor

de manera precisa y en tiempo real.
1.6.1. Elementos de un Sistema de Control para Biorreactores

El monitoreo y control de las variables en un biorreactor requiere la implementacion
de los elementos basicos de un sistema de control, los cuales permiten regular los
parametros del proceso de manera eficiente (Seborg et al., 2010). Estos son:
1. Sensores: Dispositivos que miden las variables del sistema, como la
temperatura, el pH y el oxigeno disuelto. Los sensores proporcionan datos

vitales para el proceso de control (Ogunnaike & Ray, 1994).
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2. Controlador: El microcontrolador de Arduino, que procesa las sefnales
provenientes de los sensores y toma decisiones de control en base a ellas. Este
componente es crucial para garantizar que las condiciones del biorreactor se
mantengan dentro de los parametros deseados.

3. Actuadores: Son los dispositivos que realizan ajustes en el sistema, tales como
valvulas, bombas dosificadoras o motores de agitacion. Los actuadores
permiten modificar el entorno del biorreactor de acuerdo con las instrucciones
del controlador (Zulkefli et al, 2019).

4. Planta: Es el propio biorreactor, que es el entorno donde se realiza el proceso
biotecnoldgico. El biorreactor es donde se cultivan microorganismos o células y
donde se lleva a cabo la produccién de los productos deseados.

5. Senal de Realimentacién: Los datos obtenidos por los sensores se envian de
vuelta al controlador para que este pueda ajustar las condiciones del
biorreactor en tiempo real, creando un sistema de retroalimentacion que

garantiza el 6ptimo desempeno del proceso.
1.6.2. Sensores Utilizados para Medir pH y Temperatura

En el disefio de biorreactores con Arduino, algunos de los sensores mas utilizados son
los de pH y temperatura, los cuales son fundamentales para controlar el ambiente del
fermento. Para medir el pH, se emplean electrodos de pH, que pueden ser conectados
a modulos de adquisicién de datos compatibles con Arduino, permitiendo realizar
ajustes en el medio a través de la adicién de acidos o bases (Hernandez et al., 2020).
Por otro lado, los sensores de temperatura, como el MAX6675, proporcionan
mediciones precisas de la temperatura del fermento, lo que es esencial para mantener
las condiciones éptimas para el crecimiento de microorganismos o células (Garcia-

Ochoa & Gomez, 2009).
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1.6.2.1. Sensor de pH pH4502C

El sensor de pH pH4502C es utilizado para medir la acidez o alcalinidad de una
solucién. Este sensor esta disefiado para ofrecer mediciones precisas y es
ampliamente utilizado en aplicaciones de monitoreo ambiental, industrial y en
biotecnologia, como en la medicién de pH en fermentaciones. Se utiliza comtinmente
en proyectos basados en plataformas como Arduino, debido a su bajo costo, facilidad

de integracion y capacidad para medir con precision el pH de soluciones liquidas.
Caracteristicas Principales:

1. Rango de Medicién: El pH4502C tiene un rango de medicion de 0 a 14 pH, lo
que lo hace adecuado para una amplia gama de aplicaciones que abarcan desde
soluciones altamente acidas hasta soluciones altamente alcalinas (Dinesh et
al., 2015).

2. Senal de Salida Analédgica: El sensor pH4502C proporciona una senial de salida
analégica proporcional al pH de la solucién medida. Esta senial puede ser leida
directamente por un microcontrolador, como Arduino, para su procesamiento
y visualizacién (Xu et al.,, 2018).

3. Precision: El sensor ofrece una precision de aproximadamente +0.1 pH, lo que
lo hace adecuado para aplicaciones donde se requiere un monitoreo de pH

constante y confiable (Dinesh et al., 2015).
1.6.2.2. Sensor de temperatura MAX6675

Por otro lado, el sensor de temperatura MAX6675 es un sensor de temperatura digital
que utiliza un termopar tipo K para medir la temperatura en un amplio rango, de -
200°C a +700°C, siendo ideal para aplicaciones industriales, cientificas y de
laboratorio donde se requieren mediciones de alta precision. Este sensor se

caracteriza por su facilidad de uso, ya que proporciona lecturas digitales de
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temperatura a través de una interfaz SPI (Serial Peripheral Interface), lo que lo hace

adecuado para microcontroladores como Arduino (MAXIM Integrated, 2012).
De acuerdo con MAXIM (2012), Caracteristicas Principales son:

1. Medicién de Temperatura: El MAX6675 tiene un rango de medicién que va
desde -200 °C hasta +700 °C, lo que lo hace adecuado para diversas
aplicaciones de control de temperatura que requieren rangos amplios.

2. Interfaz Digital SPI: La comunicacién a través de SPI permite una transmision
eficiente y sin ruidos de las mediciones de temperatura, lo que simplifica la
integracion con otros sistemas y microcontroladores.

3. Resolucion: Ofrece una resolucién de 0.25 °C, lo que significa que puede
detectar cambios pequenos en la temperatura, brindando mediciones precisas
dentro de su rango operativo.

4. Alimentacién y Consumo: El sensor es alimentado por una fuente de 3.0 V a
5.5 V y consume poca energia, lo que lo convierte en una opcién ideal para
dispositivos de bajo consumo.

5. Precision: Tiene una precision de £2 °C, lo que lo hace confiable para muchas

aplicaciones donde se requiere control preciso de la temperatura.
1.6.3. Control Mediante Microsoft Visual Studio

El control de variables en el biorreactor basado en Arduino puede ser gestionado
mediante la integracion de software como Microsoft Visual Studio. Esta plataforma
permite crear aplicaciones que se comunican con Arduino para gestionar parametros
como la agitacion, el pH y la temperatura del sistema. A través de la programacion
de rutinas especificas, se pueden ejecutar ajustes automaticos, lo que facilita la
operacion continua del biorreactor y garantiza que los parametros se mantengan

dentro de los niveles éptimos para el proceso biotecnolégico (Shuler & Kargi, 2017).
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CAPITULO 2
METODOLOGIA
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Este capitulo aborda la metodologia en 6 secciones, la primera se enfoca en el
aislamiento de Akanthomyces muscarius, desde la recolecciéon de las muestras hasta
la purificaciéon de la cepa. La segunda secciéon corresponde a la caracterizacion
genotipica que comprende la extracciéon de ADN gendémico, Amplificaciéon por PCR y
el analisis de las secuencias genémicas. La tercera seccién corresponde a la
fermentacion en fase sélida tanto en caja Petri como en un biorreactor de lecho
empacado. La cuarta secciéon aborda el disefio experimental totalmente al azar para
la seleccion de la mejor formulacién que servira de base para la fermentacion liquida
sumergida en un sistema de matraz agitado, luego el disefno factorial 2k para evaluar
el efecto del pH, agitacién, volumen de trabajo y concentracion de glucosa vy,
finalmente un disefo de caras centradas para optimizar las mejores condiciones de
cultivo. la quinta seccion evalta la eficiencia del biorreactor en cuanto a los
parametros cinéticos fy .Y Xmax respecto al mejor tratamiento identificado en matraz

agitado. La dltima seccién se enfoca en el disefio y construccion del biorreactor batch.

2.1 Aislamiento y Caracterizacién Morfolégica de Akanthomyces muscarius

2.1.1 Recolecta de muestras

Se recolectaron hojas con pustulas de Hemileia vastatrix parasitadas con
Akanthomyces muscarius directamente de plantas de café adultas y en etapa de fruto
(mayores a 3 afios) tal como se observa en la figura 5B, las hojas fueron elegidas sin
dafo aparente (mordidas, fragmentadas, dobladas, ni con suciedad excesiva), ni con
presencia de insectos en ellas. Dicho muestreo se realizé en una plantacion de café en
el municipio de Xicotepec de Juarez, Puebla, con coordenadas 20° 16’ 39.0” N y 97° 57’
06.0” W, a 1,100 msnm durante el mes de septiembre de 2022. Todas las hojas
recolectadas fueron guardadas y sin compactarse en bolsas de plastico estériles hasta

su traslado al laboratorio.
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2.1.2 Siembra en caja Petri

En el laboratorio, se hizo revision de las hojas recolectadas seleccionando aquellas que
presentaron pustulas de roya con abundante parasitismo de Akanthomyces
muscarius (ver figura 5E). Un total de 100 hojas fueron agrupadas en 5 conjuntos,
posteriormente de cada conjunto se hicieron 5 subconjuntos. Se escogié un
subconjunto por cada conjunto, dando un total de 20 hojas escogidas al azar. En cada
hoja se hicieron cortes finos de 3 mm por lado en zonas de abundante parasitismo (ver
figura 5F). La mitad de los cortes fueron sembrados bajo condiciones estériles en cajas
Petri con medio de cultivo PDA (ver figura 5G) mientras que la otra mitad en cajas
Petri con medio de cultivo PDA con estreptomicina (50 pg/mL). Las siembras se

incubaron a 22 + 1°C por siente dias durante ciclos de 12 h de luz y 12 h de obscuridad.
2.1.3. Seleccion y purificacién de la cepa

Las siembras sin aparente crecimiento bacteriano fueron seleccionadas para siembras
sucesivas, para ello, se hicieron cortes de hifas de aquellos crecimientos que mostraron
una apariencia blanca y algodonosa caracteristica de una colonia de Akanthomyces
muscarius en agar PDA (Turco, 2024). Se realizaron hasta 5 ciclos de resiembra bajo
condiciones estériles hasta observar el crecimiento de la cepa de interés sin
contaminacion. Todas las etapas de purificaciéon se realizaron en cajas Petri con medio
de cultivo PDA e incubadas bajo las mismas condiciones experimentales descritas en

la etapa de siembra.
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Figura 5. Recolecta y siembra de muestras de hojas infectadas con H. vastatrix y
parasitadas con A. muscarius, A) plantas sanas, B) planta totalmente infectada con
H. vastatrix, C) hoja con pustulas de H. vastatrix sin presencia de A. muscarius, D)
hoja con pustulas de H. vastatrix parasitadas con A. muscarius, E) una de las colectas
de hojas con A. muscarius analizadas en el laboratorio, F) ejemplo de cortes finos
realizados sobre pustulas de H. vastatrix parasitadas con A. muscariusy G) ejemplo
de una de las siembras realizadas en caja Petri con PDA, cada division observada
corresponde a una hoja distinta.

2.1.4 Descripcién morfoléogica

La caracterizacion macroscopica de Akanthomyces muscarius se llevd a cabo
mediante observacion respecto al color y apariencia de una colonia crecida en agar

PDA y SDA después de 7 dias de incubacion a 25 + 1 °C en obscuridad.

Respecto a la caracterizacién microscopica, se realizaron observaciones de muestras
de tejido cultivado en medio PDA tefiidas con azul de metileno al 0.01%, la morfologia
se observé mediante un microscopio éptico (AmScope) en un aumento 40x. Por otro
lado, se realizaron observaciones del tejido de A. muscarius en hojas infectadas con

H. vastatrix mediante Microscopia Electrénica de Barrido (SEM). El propésito de la
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observacién microscopica fue identificar la morfologia de hifas y esporas in vitroe in

VIVo.
2.1.5 Conservacion de la cepa

Las cepas aisladas fueron sembradas en tubos de cultivo con tapa de rosca tipo
baquelita con medio PDA, para ello, se tom6 una pequefia muestra de micelio y se
sembroé directamente en el tubo bajo condiciones estériles. Los tubos fueron incubados
a 25 + 1°C por siete dias en obscuridad. Posteriormente, fueron almacenados en
refrigeracion a 4 °C hasta su posterior uso. Respecto a los experimentos siguientes, se
realizaron resiembras cada 7 dias en las cuales, para ello, se tomaron muestras de
micelio fresco que fueron esparcidas con asa acodada en cajas Petri con medio de

cultivo PDA e incubadas a 25 + 1°C en obscuridad.

2.1.6 Preparacion de medios de cultivo

Los medios PDA y SDA fueron preparados siguiendo las instrucciones recomendadas
por el fabricante. Para el caso del medio PDA, se disuelven 39 g en 1 L. de agua
destilada, para el caso del medio SDA, se disuelven 65 g en 1 LL de agua. Enseguida,
se esteriliza el medio a 121 °C durante 15 minutos. Cuando se encuentre a 50 °C, se
vacia en cajas Petri estériles de poliestireno de 90*15 mm. El proceso de vaciado en
placa se lleva a cabo bajo condiciones estériles. Una vez que el medio se ha solidificado,

las cajas se almacenan y se pueden utilizar un dia posterior a su preparacion.

Para el caso de cultivos en tubo, el agar se disuelve con las proporciones indicadas
previamente y, enseguida se vacia en los tubos de cultivo, posteriormente se
esterilizan a 121 °C durante 15 minutos. Finalmente, los tubos se enfrian con una

inclinacién de 20° hasta solidificacion.
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2.1.7 Tincién con azul de metileno

Se toma una porciéon de muestra de una colonia de Akanthomyces muscariusy se
deposita en un portaobjetos, se aplica una gota de una solucién de azul de metileno al
0.01%, se deja reposar 5 minutos o hasta sequedad, posteriormente, se enjuaga la
muestra con agua destilada y se observa al microscopio en un aumento 40x. Con este

aumento, se puede observar la morfologia de hifas y conidios.
2.2 Identificacién genotipica
2.2.1 Extraccién de DNA

la extraccién de ADN se realizé siguiendo el protocolo I CTAB de Weising et al (2005),
con la excepcién de que la biomasa (micelio y esporas) fue removida de un cultivo del
hongo incubado en PDA durante 7 dias a 28 + 1 °C en total obscuridad. Dicha biomasa
se recolecté en tubos Eppendorf de 2 mL bajo condiciones estériles en campana de
flujo laminar. Se agregé 1 mL de CTAB (CTAB 2%, 1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100
mM Tris-HC1 pH 8.0, 1% PVP 40,000, 0.2% B-mercaptoetanol) precalentado a 60 °C,
posteriormente se agregaron 10 pL de B-mercaptoetanol por muestra. Las muestras
se encubaron a 60°C durante una hora con intervalos de 10 minutos para mezclado
con inversiéon del tubo. Enseguida, se agregé 1 volumen de alcohol cloroformo-
isoamilico (24:1) por muestra y se mezclé por inversién de tubo durante 10 minutos. Las
muestras fueron centrifugadas por 10 minutos a 8,000 rpm. El sobrenadante obtenido se
transfirié a un tubo nuevo, al cual se le agregd 0.6 volumen de isopropanol, se mezcld
por inversién de tubo. Se adicion6é 1 mL de etanol 70% por muestra y se agitaron
durante 3 minutos, después se centrifugaron por otros 10 minutos a 8,000 rpm. Se
deshecho el sobrenadante quedando una pastilla, la cual se dejé secar. Se agregaron
de 250 pL a 500 pL de buffer TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) para
resuspender la pastilla y se volvieron a incubaron a 4 °C por 30 minutos. Se annadieron 8

pL de RNAsa a una concentracion de 10 pg/mL, mezclandose e incubandose a 37 °C
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por una hora. A cada muestra se le agreg6 0.05 volumen de 5 M de NaCl, se mezcld
por inversion de tubo y se incubaron durante 10 minutos a 4 °C. Se centrifugaron por
30 minutos a 8,000 rpm. En cada muestra se observaron dos fases, se transfirié el
sobrenadante a tubo nuevo, se agreg6 1 volumen de isopropanol 100%, se mezcl6 por
mversion y se almaceno a -20 °C por una hora. Se centrifugé 10 minutos a 8000 rpm
por 10 minutos. Se desecho el sobrenadante de cada muestra, se secé la pastilla y

nuevamente se disolvié en 100 pL de buffer TE.
2.2.2 Cuantificacién y calidad de DNA

Los productos de DNA obtenidos del proceso de extraccién se cuantificaron con el
software ND_1000 V.3.5.2 utilizando el equipo NanoDrop espectrofotometro ND
1000® (Accesolab S.A. de C.V.) a una longitud de onda de 260 nm y 280 nm, el primero
proporciona la concentraciéon en ng/ul muestras que la relacion 260/280 nm
proporciona la calidad del DNA extraido, DNA de buena calidad debe estar dentro del
rango de 1.8-2.0, indicando que la muestra es libre de proteinas, fenoles y otros

compuestos.

2.2.3 Electroforesis del DNA extraido

La calidad del DNA también se estimé mediante geles de agarosa al 1.2% con
amortiguador TAE 1X (Tris-base, 4cido acético glacial, EDTA 0.5 M pH 8.0). Para la
preparacion de un gel, se disolvieron 0.36 g de agarosa en 60 mL de amortiguador
TAE 1X, posteriormente se calenté en microondas hasta disolucion total. Una vez que
la mezcla alcanzé la temperatura ambiente, se coloco en porta-geles hasta
solidificaciéon. Posteriormente, se retir6 el peine, goma y cinta masking-tape.
Enseguida el porta-geles se colocd en la camara de electroforesis y se cubrié con el
amortiguador TAE 1X. En cada pozo fueron cargados 4 mL de muestra previamente

mezclada con 4 mL de buffer de carga (Loading buffer). Las muestras migraron en el

44



gel a 90 V durante 2 h. El gel fue revelado con una solucién de Bromuro de Etidio (0.5
mg/mL) durante 10 minutos, luego se lavé con agua destilada por 10 minutos. El gel

se visualizd con luz ultravioleta en un transiluminador Modelo Universal Hood II

(Bio-Rad).

2.2.4 Amplificaciéon mediante PCR

Para la identificacién del género y especie, se realizé la amplificacién de dos regiones,
una de ellas, la regién ITS (Internal Transcribed Spacer, por sus siglas en inglés), la
cual es una regién del ADN ribosémico (ADNr) altamente conservada entre los hongos
(Tedersoo, et al., 2018). Por otro lado, la segunda regién corresponde al gel que codifica
para la subunidad pequefia del ARN ribosomal mitocondrial (18S rRNA). Se utilizé 1
pl del DNA extraido como plantilla para la amplificacién con los cebadores NMS1 (5
GTA GTC ATA TGC TTG TCT C-3") y NMS2 (5-GGC TGC TGG CAC CAG ACT TGC-
3’) para la regién 18S rRNA e ITS1 (5-TCC GTA GGT GAA CCT GCG G-3) e ITS4
(5-TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3’) para la regién ITS. La tabla 3 muestra el

protocolo de reactivos adicionados por muestra.

Tabla 3. Protocolo para la amplificacion de las regiones ITS y de la subunidad pequefia 18S rRNA

Reactivo Stock Reaccion Volumen/muestra
Buffer 10x 1x 5.0 uLL

MgCl2 25.0 mM 2.0 mM 4.0 uL

DNTPs 10.0 mM 0.2 mM 1.0 uL

Taq polimerasa 5 unidades/pL, 0.025 unidades/pL.  0.25 pL

Iniciador sentido 10.0 uLL 0.2 mM 1.0 uL

Iniciador a-sentido 10.0 pL 0.2 mM 1.0 uL

Agua variable

DNA 20 ng/uLL variable
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Volumen final 50 uL

La tabla 4 muestra las condiciones para la amplificacion de las regiones en el
termociclador GeneAmp PCR System 2700 de Applied Biosystems. Finalmente, los
productos de PCR fueron cuantificados wutilizando el equipo NanoDrop
espectrofotémetro ND 1000® (Accesolab S.A. de C.V.) con el mismo procedimiento del
DNA extraido.

Tabla 4. Condiciones del termociclador para la amplificacién de las regiones de interés

Temperatura (°C) Tiempo (minutos) Ciclos

Desnaturalizacién 94 5 1
inicial
Desnaturalizacién 94 1 35
Alineamiento 56 1
Polimerizacién 72 1
Extensién final 72 10 1

10 10 1

2.2.5 Electroforesis del DNA amplificado

La electroforesis de los productos de PCR se realiz6 en geles de agarosa al 1.2%. En
cada pozo se cargd una mezcla de 4 uL del producto de PCR con 4 ulL de buffer de
carga. Los geles se corrieron en una camara de electroforesis GIBCO BRL con un
buffer de corrida de Tris-Acetato de sodio-EDTA (TAE) 1X. El tiempo de corrida fue
de 80 minutos a 90 V. El gel fue revelado con una solucién de Bromuro de Etidio (0.5
mg/mL) durante 10 minutos, luego se lavé con agua destilada por 10 minutos. El gel

se visualizd con luz ultravioleta en un transiluminador Modelo Universal Hood II

(Bio-Rad).
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2.2.6 Purificacién de los productos de PCR

Los productos de reacciéon de las regiones amplificadas fueron purificados con la
enzima EXO-SAP, la cual degrada los residuos de dNTP’s e iniciadores que no fueron
incorporados durante la etapa de PCR, para ello, se prepar6 un mix que consiste en 2
uL de SAP (1 Unit/mL), 0.2 uL de EXO (10 Unit/mL) y 6 uL de agua MiliQ, este mix
es preparado por muestra. Una vez preparado, se agregan 4 uL del producto de PCR.
Enseguida las muestras se incubaron a 37 °C por 1 h y finalmente a 72 °C por 15
minutos para degradar a la enzima. Estas muestras se mandaron a secuenciar en

ambas direcciones a la compania Macrogen (Seul, Corea del Sur).
2.2.7 Anilisis de secuencias genoémicas

Los electroferogramas resultantes de la secuenciaciéon fueron analizados mediante
tres softwares, FinchTV, sequencer 4.1.4 y Chromas. Con estos softwares, se alinearon
las secuencias sentido y antisentido, tal como se muestra en la parte superior de la
figura 6, se eliminaron los extremos con podre resolucién (ver el recuadro naranja de
la figura 6) y se verificé la correcta asignacién de las bases para pico observado, por
ejemplo, en el caso del electroferograma mostrado en la figura 6, en la parte inferior
se muestra una region de buena calidad y clara asignacion de bases. Una vez obtenida
la secuencia de nucledtidos por cada regién amplificada, estas fueron comparadas con
las secuencias reportadas en el GenBank mediante el programa BLAST

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para identificar primero el género con la

region amplificada del ITS y la especie con la regiéon amplificada de la subunidad

pequenia del ARN ribosomal mitocondrial.
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CEGCCGECCTGEGTCCGEGCC60666CG606
CEGCCECCTEEETCCGG6CC606E

GEGGCEAGTCCECT
GCGAGTCCGLC:

GAAGCAACAGTAGETATGTTCACATAAGGGT TTGGEAGTTGTAAACTC =
GAAGCAACAGTAGETATGTTCACATAAGGGT TTGG6AGTTETAAACTCEATAATGATCCCTCCGCTGGTTCACCARCGEAGACCTTIGTTACG

I Tseo LN

Tiso Tso0 510 T=:0 Tss0 Tsso 56 570 Tse0
GCGAGTCCGCCGRAGCAACAGTAGGTATGTITCACAT TIGGGAGTIGTAAACTCGATAATGATCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAGACCTIGTITACG :
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Figura 6. Ejemplo del electroferograma de la secuenciacion ITS de la cepa de estudio.
El recuadro naranja resalta un extremo con baja calidad en la secuenciacion.
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2.3 Fermentacién en fase sélida

2.3.1 Crecimiento superficial en agar SDA y PDA

Las esporas de A. muscarius de un cultivo en PDA fueron removidas con un isopo
estéril para luego ser suspendidas en agua estéril con Tween al 2%, posteriormente
fueron centrifugadas durante 2 minutos a 3500 rpm. El sobrenadante fue recuperado
en 1 mL de agua estéril para su posterior cuantificaciéon. Se ajustéd la concentracion
de esporas hasta 1x108 esporas/uL. Se midieron exactamente 10 uL de esta solucion y
se depositaron en el centro de cada caja Petri con medio SDA o PDA. Después del
tercer dia de siembra, se midi6 el diametro de la colonia hasta el dia veinte. Estos

experimentos se realizaron por triplicado.
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2.3.2 Propagacion de micelio en grano de trigo y bagazo de café

La propagaciéon consistié en monitorear el crecimiento del micelio en grano de trigo o
bagazo de café humedos y estériles. Para ello, se agregd sustrato hidratado y
acondicionado en tubos de cultivo con tapa tipo baquelita hasta alcanzar un 50 % del
volumen total del tubo. Los frascos fueron esterilizados (121 °C, 30 min) e inoculados
con 1 mL A. muscarius (1x108 esporas/uL). El crecimiento fue monitoreado midiendo
el area superficial de los tubos de cultivo hasta colonizacion completa o hasta llegar a
la fase estacionaria del crecimiento. Al final de la propagacion, se cuantificé la

concentracion de esporas obtenidas por Kg de sustrato en base seca.

2.3.3 Preparacion del sustrato

2.3.3.1 Acondicionamiento del grano de trigo

El grano de trigo se limpi6 para remover impurezas, se registré su peso inicial,
posteriormente fue precocido en agua a punto de ebullicién (96°C) durante 15 minutos.
Enseguida se escurrié y se enjuagd con agua destilada para remover exceso de
almidén. Se procedié a deshidratar extendiendo dicho sustrato sobre toallas
absorbentes. Se monitored el peso hasta que el agua en exceso fue removida del
sustrato (~30% de humedad). Finalmente, se aplicé yeso (0.5% en peso respecto al

sustrato en peso seco) y cal (2% en peso respecto al sustrato en peso seco).
2.3.3.2 Acondicionamiento del bagazo de café

El bagazo de café fue triturado en un molino convencional hasta un tamafno promedio
de 30 mm, se registroé el peso inicial. Posteriormente fue remojado en agua destilada
a temperatura ambiente durante 12 h. Enseguida, se deshidraté sobre toallas

absorbentes, se monitoreé el peso del sustrato hasta remover el exceso de agua (~70%
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de humedad). Finalmente, se aplicé yeso (0.5% en peso respecto al sustrato en peso

seco) y cal (2% en peso respecto al sustrato en peso seco).
2.3.3.3 Esterilizacién de sustratos e inoculacion

Los sustratos dentro de los frascos de cultivo fueron esterilizados a 121 °C durante 15
minutos, una vez frios, fueron inoculados bajo condiciones estériles en campana de
flujo laminar. El in6culo consisti6é en aplicar un disco de micelio de 1 cm de diametro

proveniente de cultivo de PDA incubado previamente durante 7 dias.
2.3.3.4 Cuantificacién de esporas

Para la observacién de las esporas, primero se homogeneizé el inéculo (solucién de
esporas) mediante agitacién con vértex y enseguida centrifugacién a 3,500 rpm
durante 1 minutos, se recupero el sobrenadante y se ajusté al volumen deseado con
Tween al 2%. Para la cuantificacion, una alicuota del inéculo se diluy6
apropiadamente con soluciéon Tween al 2%, posteriormente, se tomaron 5 plL de
solucién de esporas, las cuales fueron tefiidas con azul de metileno 0.001% vy
deshidratadas hasta sequedad sobre la cAmara (mismo procedimiento para la tincién
de micelio). La figura 7 muestra tres micrografias de acuerdo con la calidad en la
tincién y a diferentes diluciones, la figura 7 C es ideal para el conteo de esporas. La
cuantificacion se realizé con al menos 5 cuadrantes distintos en la camara de
Newbauer en un aumento 40x y se excluyeron aquellas esporas que estuvieron en la
linea divisoria de cada cuadrante. Finalmente se utiliz6 la féormula que se describe a

continuacién:

" L Numero de esporas contadas dilucis
esporas = ilucién
P " (Superficie contada (mm?))(Profundidad de la cAmara (mm)) Helo

Donde:
Superficie (mm2) = 0.0025
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Profundidad (mm) = 0.1

Figura 7. Esporas observadas en cidmara de Nuwbauer en un aumento 40x. A)
Dilucién concentrada de esporas y con exceso de colorante, B) Inéculo diluido, pero
con esporas aglomeradas y C) Inéculo diluido con esporas aisladas y con buen
contraste para su cuantificacion.

2.3.3 Biorreactor de lecho fijo: disefio y asepsia

Se disendé un biorreactor de lecho empacado con el propésito de monitorear el CO2
derivado de la respiracion celular durante la fermentacion sélida de Akanthomyces
muscarius. Para ello, se disei6 un pequeno diagrama eléctrico que se ilustra en la

figura 8 y que sirvié de base para la construcciéon del biorreactor.

El biorreactor estuvo conformado por un sensor de humedad sumergible capacitivo,
un sensor de temperatura DS18B20 y otro mas para medir calidad de aire, MQ135.
Estos sensores estuvieron comunicados con el microprocesador (tarjeta Arduino), que
a su vez permitio visualizar las lecturas mediante una la pantalla OLED SSDBO06 y,
ademas, los almacend como archivo .txt en una microSD. Este biorreactor trabajé con

una corriente directa de 5 V. El cédigo de programacion de encuentra en en Anexo A.

El biorreactor basicamente fue un tubo de vidrio sin tapas, por la parte inferior se le

coloc6 una malla fina y plastico aislante, la cual retuvo al sustrato dentro del reactor,
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por la parte superior se introdujo el sustrato, inéculo y sensores para luego ser sellado

con plastico aislante.

Durante el armado (figura 9), todas las piezas de vidrio y plasticos fueron lavadas e
incubadas con agua al 0.5% de hipoclorito de sodio durante un lapso de 12 h.
Posteriormente, todas las piezas fueron esterilizadas mediante radiacién UV-vis
durante 30 minutos. Posteriormente se empacé el sustrato y sensores previamente
esterilizados y al final el inéculo. Se sello el sistema procurando dejar drenar los gases
sin riesgo de contaminaciéon. Durante el proceso de fermentacién, se monitored el
crecimiento de acuerdo con el area superficial propagada, para ello, se cuantifica con

referencia de una hoja milimétrica cuadriculada.

Sensor de
Humedad

Lector
micro SD

*  ARDUINO

A2
PIN 2

Sensor de
gas

Pantalla
OLED

Sensor de
temperatura

Figura 8. Diagrama electrdnico del biorreactor de lecho empacado.

52



Figura 9. Armado del biorreactor de lecho empacado, utilizando trigo como sustrato.

2.4 Fermentacién liquida superficial

2.4.1 Preparacién de medios de cultivo

El caldo PD comercial fue preparado siguiendo las instrucciones recomendadas por el
fabricante. En este caso se disolvieron 26.5 g en 1 L de agua destilada. Enseguida, se
esterilizé el medio a 121 °C durante 15 minutos. Finalmente, se dej6 enfriar el medio

para su posterior inoculacion.

El caldo PD propuesto consistié en una infusion de trozos de papa de 1 cm de diametro
en agua a punto de ebullicién (96 °C) durante 10 min, seguido de una filtracién en
caliente. Al caldo se agregaron 20 g de dextrosa anhidra y 6 g de KH2PO4. Una vez
disueltos los reactivos, el caldo se filtré sobre una tela fina y después sobre papel
Whatman #1. Finalmente se esterilizé con las mismas condiciones que el caldo PD

comercial.
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2.4.2 Inoculacién e incubacién

La inoculacién consistio en colocar discos de 1 cm de diametro sin exceso de agar sobre
el medio de cultivo liquido con precaucién de no sumergirlos. Tanto el corte de los
discos como la inoculaciéon propiamente se realizé bajo condiciones estériles. Los

medios de cultivo se dejaron incubar a 25 + 0.2 °C en obscuridad.
2.4.3 Conservacion de la biomasa fresca

La torta obtenida del paso anterior (biomasa sobre la superficie del medio liquido) fue
removida del medio de cultivo. Las tortas homogéneas en forma y densidad fueron
seleccionadas como inéculo para los experimentos posteriores. El micelio se conservo
en el medio liquido hasta su uso inmediato, procurando no rebasar los 20 dias de

incubacioén.
2.4.4 Secado y rendimiento de biomasa

Las tortas seleccionadas fueron pesadas y fragmentadas en discos de 1 cm de diametro
para su uso inmediato, pero se resguardaron al menos 3 discos por torta para registrar
su peso y posterior deshidratacion, la cual consisti6 en colocar los discos en cajas Petri
nuevas, que fueron deshidratadas a 40 °C hasta peso constante. Todos estos pasos se

realizaron en condiciones estériles.

Conociendo el peso humedo de la torta y el peso en base himeda y seca de los discos

muestra, fue posible estimar el rendimiento de la biomasa (Yy/s) obtenida por gramo

de sustrato mediante la siguiente férmula:

Y. = Ppr * Psp
x/s — P
hD * glucosa
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Donde P,y Peso hiimedo de la torta (g), Psp: Peso promedio de los discos secos (g), P,p:
Peso promedio de los discos htimedos (g) y Pyiucosa* Peso de la glucosa (Dextrosa) de

cada formulacién (g).

2.5 Fermentacion liquida Sumergida
2.5.1 Seleccién de la formulacién del medio de cultivo
Para analizar el efecto de los distintos medios de cultivo en el desarrollo de micelio

bajo fermentacién liquida sumergida, se disefiaron 6 formulaciones (tratamientos)

cuya composicion para 1 litro de cultivo se describe en la tabla 5.

Tabla 5. Composicién de los medios de cultivo empleados para la fermentacion liquida
sumergida.

Componentes (g/L) F1 F2 F3 F4 F5 F6

Dextrosa 10 10 10 10 10 10
extracto de

levadura 5 5 5 5
extracto de papa Si
peptona de caseina 5 20
Minerales** Si Si No Si Si Si
KH2PO4 6 1 6 6 6 6

La preparaciéon de la formulacién 6 consistié en una infusién de trozos de papa de 1
cm de didmetro durante 10 min en agua a punto de ebullicién (96 °C), seguido de una
filtracién en caliente y una filtracién fina con papel Whatman estandar. Después se
agregaron el resto de los compontes al caldo. En cuanto a la adiciéon de minerales,
estos estuvieron conformados por: 1 mM de MgS04.7H20, 0.1 mM CaCls, 20 uM
FeS04.7H20, 2 uM CuS04.5H20, 5 uM ZnClg, 20 uM MnSO4.H20, 6 uM CoCl2.6 H20
y 0.1 uM NiCl2.6H20.

Con las formulaciones anteriores se realizé un disefno experimental totalmente al azar

a partir de 18 unidades experimentales (cada tratamiento por triplicado), en la que
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cada unidad consistié en una fermentacién sumergida de Akanthomyces muscarius
en un matraz Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de medio previamente ajustado a pH
de 5.5. Las condiciones de fermentacion fueron las siguientes: temperatura de 28 +

0.1 °C, agitacion orbital con una velocidad de 100 rpm y un tiempo de fermentacién

de 9 dias.

Las variables de respuesta fueron: velocidad de crecimiento especifico maximo (i,,4y,
dias1), concentracién de biomasa méxima predicha (xmsy,, g/L) y rendimiento (Yy/s, g
de biomasa/g de sustrato). Los primeros dos pardmetros f,sy. ¥ Xmax. fueron estimados
mediante el modelo logistico para ello, se procedié a resolver la ecuaciéon diferencial

descrita en la ecuacidon 4 y cuya solucién es la siguiente:

(t) xo euméx.t
X =

_(Xo_ _ olmaxt
1 (xméx.)(l eHmax.t)

Donde x, es la concentracién de biomasa inicial (g/L) y t es el tiempo (dias).

Asi pues, las variables de respuesta fueron entonces los parametros de ajuste del
modelo con los datos experimentales mediante la suma de minimos cuadrados
utilizando la siguiente funcién objetivo:
ne np
2 2 2
Z Z(xl exp — X1 mod) + (xz exp — X2 mod) + et (xn exp — x)

vt

Por tanto, fue necesario estimar la concentracién de biomasa (g/L), la cual se detalle

mas adelante.

En cuando a la variable de rendimiento Yy g, ésta se calculé de acuerdo con la siguiente

formula:
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Xf — Xo
Yx/s = C
s0 = Lsf
Donde x,, x¢, C5o ¥ Cs5 corresponden a la concentracién de biomasa y concentracién de

sustrato al inicial y final de la fermentacion.

Los resultados fueron analizados mediante un ANOVA simple por cada variable de
respuesta. Cabe mencionar que previo al analisis de varianza, se realizaron las
pruebas de distribucion normal de los datos e igualdad de varianza entre las
muestras. Finalmente se realizé la prueba Post-Hoc de Tukey para identificar a la
mejor o mejores formulaciones. Dichas pruebas estadisticas se realizaron con un nivel
de confianza 0=0.05 mediante las librerias Pandas, Pingouin y Seaborn del lenguaje

de programacion Python.

La mejor formulacién identificada mediante la prueba Post-Hoc de Tukey fue
evaluada mediante el modelo de Monod considerando la producciéon de biomasa y el

consumo de sustrato:

dx Cy
_=ﬂx=ﬂméx.( )x

dt Ks+s
acs 1 dx
dt Y dt

Las condiciones iniciales fueron: x, = 0.15 g/Ly C;; = 10 g/L. Los parametros de ajuste

fueron® ppmsy., Yy /s,y K. Los primeros dos fueron propuestos a partir de fi,,4, del modelo
logistico y Y, s medido experimentalmente. Para ello, se usaron las librerias numpy,

las funciones solve_ivp y optimize de scipy y matplotlib en el lenguaje de
programacion Python. El ajuste del modelo con los datos experimentales fue mediante

la suma de minimos cuadrados utilizando la siguiente funcién objetivo (ver Anexo B):
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ne np

ZZ(Xl exp Xl mod)2 + (Sexp - Smod)z
i J

2.5.2 Efecto del volumen, agitacién, pH, agitacion y concentracion de glucosa

Para la evaluar el efecto del volumen, agitacién, pH del medio y concentraciéon de
glucosa como sustrato limitante, se realizé un disefio factorial 2k, con k=4 factores. La
tabla 6 muestra los niveles de cada factor. Se llevaron a cabo 16 tratamientos, los
cuales se muestran en la tabla 7 y cada tratamiento se realiz6 por triplicado. Como
variables de respuesta se consideraron los pardmetros de ajuste (Umax. ¥ Xmax) del
modelo logistico con los datos experimentales mediante la suma de minimos
cuadrados utilizando la misma funcién objetivo descrita anteriormente. También se
cuantifico la concentracion de glucosa residual al termino de cada experimento y con
ello estimar el rendimiento Y,/s. Cada unidad experimental (tratamiento) consistié en
una fermentacién cuya concentracién inicial de biomasa fue de 0.16 + 0.01 g/L en
matraces de 250 mL y con agitacion orbital a 28 °C. El tiempo final de la fermentacion

fue cuando se alcanz6 la fase estacionaria.

Por cada tratamiento se registré el peso de la biomasa en base seca para calcular la

concentracion en g/L.

Tabla 6. Niveles de los factores para el diseno factorial 24

Variable Parametro _11\I1ve1 COdlﬁci(io
A\ Volumen relativo* (%) 20 60
A Agitacién (rpm) 50 150
pH pH del medio 5.0+0.1 7.0+0.1
G Glucosa (g/L) 10 40

* 20 y 60 corresponden al % de volumen ocupado por el fermento en el
matraz Erlenmeyer de 250 mL.
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Tabla 7. Tratamientos para el disefio factorial 24

Tratamiento Xv Xa pH Xa
1 -1 -1 -1 -1
2 -1 -1 1 1
3 -1 -1 1 -1
4 -1 -1 1 1
5 -1 1 1 -1
6 -1 1 1 1
7 -1 1 1 -1
8 -1 1 1 1
9 1 -1 1 -1
10 1 -1 1 1
11 1 -1 1 -1
12 1 -1 1 1
13 1 1 1 -1
14 1 1 1 1
15 1 1 1 -1
16 1 1 1 1

El disefio experimental fue analizado mediante un modelo de regresion lineal, dicho

modelo se describe a continuacidn:

Y = bg + bixy + byxs + b3Xpy + byxg + bi2Xya + bisXypy + b1aXee + bazXapy + baaXag

+ b34Xpne

Donde, y es la respuesta predicha, es decir, pUmsr. ¥ Xmax. ¥ Xi son las variables
independientes. Los coeficientes de la regresion son: b, es la interseccion, by, by, b3 y
b, son los coeficientes para los efectos lineales y by,, by3, bi4, ba3, byy ¥ b3, son los

coeficientes para los efectos de las interacciones.
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2.5.3 Optimizacién para el crecimiento de Akanthomyces muscarius mediante

fermentacion liquida sumergida

Para la optimizaciéon del crecimiento de Akanthomyces muscarius en FLS, se evalud
el efecto del volumen, agitacién y concentracion de glucosa como sustrato limitante

mediante un disefio de caras centradas 2¥ + 2k + 1 con k = 3.

La tabla 8 muestra los niveles de cada factor y para el disefio, se llevaron a cabo 15
tratamientos por triplicado, los cuales se muestran en la tabla 9. Como variables de
respuesta se consideraron los parametros de ajuste (msx. ¥ Xmax.) del modelo logistico
con los datos experimentales mediante la suma de minimos cuadrados utilizando la
misma funciéon objetivo descrita anteriormente. También se cuantificé la
concentracion de glucosa residual al termino de cada experimento y con ello estimar
el rendimiento Y,,. Cada unidad experimental (tratamiento) consistié en una
fermentacion cuya concentracién inicial de biomasa fue de 0.16 + 0.01 g/L. en matraces
de 250 mL y con agitacién orbital a 28 °C. El tiempo final de la fermentacion fue

cuando se alcanzd la fase estacionaria.

Por cada tratamiento se registré el peso de la biomasa en base seca para calcular la

concentracion en g/L.

Tabla 8. Niveles de los factores para el disefio de caras centradas
Nivel codificado

Variable Parametro 3 0 11

A" Volumen relativo* (%) 20 40 60

A Agitacién (rpm) 50 100 150

G Glucosa (g/L) 10 25 40
* 20, 40 y 60 corresponden al % de volumen ocupado por el fermento en el matraz Erlenmeyer
de 250 mL.
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Tabla 9. Tratamientos para el disefio de caras centradas

Tratamiento Xv XA Xa
1 -1 -1 -1
2 -1 -1 1
3 -1 1 -1
4 -1 1 1
5 1 -1 -1
6 1 -1 1
7 1 1 -1
8 1 1 1
9 -1 0 0
10 1 0 0
11 0 -1 0
12 0 1 0
13 0 0 -1
14 0 0 1
15 0 0 0

El disefio experimental fue analizado mediante un modelo de regresion lineal, dicho

modelo se describe a continuacion:
§ = by + byxy + byxs + baxg + biaXya + bizxye + bazXag + b11xy + boaxf + bazxé

Donde, y es la respuesta predicha, es decir, Upsx. ¥ Xmax. ¥ Xi son las variables
independientes. Los coeficientes de la regresion son: b, es la interseccion, by, b, v bs
son los coeficientes para los efectos lineales y by,, by3, by3, by1 , by y b33 son los
coeficientes para los efectos de las interacciones y efectos simples cuadraticos.

Finalmente, se realizaron graficos de superficie de respuesta mediante Matlab (ver

Apéndice C)
2.6 Fermentacion liquida sumergida en el biorreactor batch

La fermentacién de Akanthomyces muscarius en el biorreactor batch se llevé a cabo
una vez que el biorreactor fue desinfectado y montado (la seccién siguiente habla a

detalle de este procedimiento). Las condiciones de operacién fueron las siguientes:
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temperatura= 30 + 0.3 °C, pH= 6 + 0.1, agitacién 105 + 15 rpm (24 %), nivel de
aireacion: 2 L /min, volumen de trabajo=0.5 L, concentracién de glucosa inicial Cso=
40 g/L, concentraciéon inicial de biomasa x0=0.5 g/L,, cabe mencionar que la
fermentacion se realizé por duplicado. Se colectaron muestras de 2 mL cada 24 h, con
dichas muestras se estimo el peso de biomasa en base seca, consumo se sustrato, y se
midié el coeficiente de transferencia de masa gas-liquido (se detalla mas adelante).
También se tomaron muestras de los pellets para ser tefiidos y observados mediante

microscopia en un aumento 40x.

2.6.1 Propuesta del modelo cinético

La cinética de crecimiento mediante la ecuacién de Monod es un buen modelo para
estudiar la cinética de las fermentaciones; sin embargo, se requiere hacer mediciones
simultaneas del crecimiento microbiano y del consumo del sustrato limitante, es por
ello que se recurre a otros modelos tales como el modelo logistico, el cual facilita el
analisis con una buena precisiéon en muchos procesos fermentativos mediante alguna
variable asociada al crecimiento; sin embargo, cuando se busca conocer la eficiencia
de un biorreactor, se recurre a modelos mas sofisticados que permitan correlacionar
el crecimiento de un microorganismo con las caracteristicas de disefio del reactor (Pirt,
S. J., 1975). Para el caso particular de la fermentacién sumergida de Akanthomyces
muscarius en el biorreactor batch empleado en este estudio, se modificé la ecuacién

de Monod tal como se describe a continuacién.

Partiendo de la ecuacion de Monod:

dx

ac

Donde u corresponde a la tasa de crecimiento especifico (dias), que a su vez depende

del sustrato limitante, en este caso, se ha suministrado oxigeno y glucosa como
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sustratos de la fermentacién, por tanto, u esta en funcion de la concentraciéon del
sustrato (Cs) en g/L, y disponibilidad del oxigeno en el medio (Co2) en g/L, es por ello

por lo que, para el modelo, u se debe calcular como se describe a continuacién:

_ ( Cs ) Co2
K Hmix kS +s kCOZ + COZ

Donde p,,s, corresponde a la velocidad de crecimiento especifico maximo (dias™)

mientras que, kg y kcoz son las constantes de saturacion de sustrato y de oxigeno,

respectivamente.

Por otro lado, la concentracion del sustrato es similar que en el modelo de Monod
empleado anteriormente salvo en este caso, se decidié incluir al mantenimiento

celular en la ecuacidn:

ds _ 1 dx dx
dt Yy dt s dt

Donde mg (g g'1) es el coeficiente de mantenimiento celular por el sustrato, es decir,

relaciona la cantidad de sustrato que consume la biomasa en fase estacionaria.

En cuanto al balance de oxigeno en el biorreactor, se debe considerar la transferencia
de masa del estado gaseoso al medio liquido y el consumo del oxigeno durante la

fermentacion:

dCy;
dt

u dx dx

=k a(Coz — Cp2) — K/SE — Mgy, dt

La primera parte del lado derecho de la ecuacién corresponde a la transferencia de
oxigeno de la fase gaseosa a la liquida, donde k; 4 es el coeficiente de transferencia de

masa gas-liquido (s') y Cj, corresponde a la concentracién de saturacién de oxigeno
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en el medio. La segunda parte corresponde al consumo de oxigeno durante la etapa de
crecimiento microbiano donde Y, ses el rendimiento de los g de biomasa/ g de oxigeno
disuelto y la dltima parte corresponde al consumo de oxigeno por la biomasa sin
crecimiento, donde mcoz(g g1) es el coeficiente de mantenimiento celular por el
oxigeno.

El sistema de ecuaciones diferenciales se resolvié simultaneamente en Matlab
mediante el ajuste de minimos cuadrados tal como se ha hecho con los modelos

anteriores y cuya funcién objetivo es:

ne np

2
§ E (x exp — med)Z + (CS exp ~ Csmod)2 + (COZ exp C02 mod)
Lo

2

2.7 Cuantificacién de la biomasa

Se colectaron muestras representativas de 1 mL por cada fermento cada 24 h,
posteriormente se procedié a centrifugar las muestras a 6,000 rpm durante 10
minutos, se recuper6 el sobrenadante para cuantificar la concentracion residual de
glucosa y en cuanto al pellet, este se re suspendi6 en agua destilada y se volvié a
centrifugar a 6,000 rpm por otros 10 minutos. Finalmente se deshidrat6 a 50°C hasta
peso constante. El peso en base seca de la biomasa fue convertido en unidades de

concentracién (g/L).
2.8 Cuantificaciéon de la concentracién del sustrato: Glucosa

2.8.1 Preparacion del reactivo DNS

Se disolvieron 0.8 g de NaOH en 50 mL de agua destilada, y posteriormente se
adicionaron lentamente 24 g de Tartrato de Sodio-Potasio. Se dej6 agitar la solucion
resultante durante dos horas. Enseguida se adicionaron 0.8 g de acido 3,5-

dinitrosalicilico, y se continué con la agitacién por otra hora. Finalmente, la solucién
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resultante se aforé hasta 100 mL. El reactivo se preparé el mismo dia de su uso y se

preservé a temperatura ambiente en ausencia de luz (Miller, G.L., 1959).
2.8.2 Curva de calibracién

Se realizé una curva de calibracién para poder cuantificar los aziicares reductores de
las muestras, que en este caso es la glucosa, para ello, se realizaron diluciones
sucesivas de una solucién de glucosa 20 g/L. Posteriormente se hicieron reaccionar
todas las soluciones con el reactivo DNS tal como se describe a continuacién. Se
agregaron 500 ul. de cada soluciéon y se mezclaron con 500 ul. de reactivo DNS,
enseguida se catalizé cada reaccién a bafio Maria (96 °C) durante 10 minutos, luego
las muestras se diluyeron con 2 mL de agua destilada. El cambio de coloracion fue
monitoreado a 540 nm mediante espectrofotometria de absorciéon UV-vis. Finalmente
se construyo la curva de calibracién de la absorbancia en funciéon de la concentracién
de glucosa. Por ley de Lambert y Beer, se hizo un ajuste lineal de los datos
experimentales (concentracién vs absorbancia) para estimar la pendiente, la cual es
igual a la absortividad molar (¢) cuando el paso éptico de la celda empleada es de 1
cm. Con la ¢, se calculd la concentracion de los sobrenadantes de las fermentaciones,
las cuales reaccionaron de forma similar a las soluciones de glucosa frente al reactivo
DNS. La figura 10 muestra una de las curvas de calibracién realizadas durante el

desarrollo de este trabajo.
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Figura 10. Curva de calibracion para estimar la concentracién de aztucares reductores
con el reactivo DNS. A) Espectros de absorcién UV-vis de la reaccién de las soluciones
de glucosa con el reactivo DNS, B) Ajuste lineal de los datos experimentales para
calcular la absortividad molar.

2.8.3 Estimacion del coeficiente k; 4

Para estimar el coeficiente de transferencia de masa liquido -gas, k;,, se realizo el
proceso de fermentacion de Akanthomyces muscarius en el biorreactor con otro
recipiente de fermentacion con las mismas condiciones de la cinética de fermentacion.
A los 4 dias del fermento, el medio de cultivo se desoxigend al vacio y enseguida se

reanudé la oxigenacion, se monitore6 el oxigeno disuelto hasta saturacion.

Co2*—Co2

Posteriormente se construyé un grafico de Ln (c -
02*—Lo2

) vs tiempo (s, donde Cp, *

corresponde a la concentracion saturada de oxigeno en el medio, C,, corresponde a la
concentracion de oxigeno durante el burbujeo y Cy,; corresponde a la concentracién de
oxigeno al inicio del experimento (Garcia & Gémez, 2009). El valor absoluto de la

pendiente corresponde a la k; 4, en s’1. Este experimento se realiz6 por duplicado.
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2.9 Diseiio, construccion, control y asepsia del Biorreactor batch
2.9.1 Diseiio y construccion

En esta seccion se discute el disefio, construccion, pruebas de control y finalmente la
asepsia requerida para la fermentacion liquida sumergida mientras que, en la seccién
de resultados se discuten aquellos derivados de la fermentacion con este reactor y se

contrastan con aquellos obtenidos mediante el sistema de matraz agitado.

El biorreactor batch se disefi6 de acuerdo con las observaciones identificadas en el
sistema de matraz agitado. Bajo este esquema, se consideraron las siguientes
condiciones: Control de temperatura, con el objetivo de mantener constante esta
variable durante todo el proceso de fermentacion a una temperatura aproximada de
28 °C; Control de pH, con el objetivo de que este parametro se encuentre en un rango
de 5-7 y, un sistema de agitacién mecdnico con frecuencia conocida (~100 rpm). La
figura 11 muestra el diagrama propuesto de tuberias e instrumentacién (DTI) para el
sistema de control del biorreactor. Para la elaboraciéon de dicho diagrama, se consulté
la Norma Pemex No. 2.451.03. El diagrama no esta completo, pues no se reporta la
tabla resumen del balance de materia, ya que este sistema no es continuo y, ademas,

las tuberias corresponden al sistema de control y no del proceso.

El sistema de control de temperatura esta conformado por un indicador, es decir, el
sensor MAX6675, el cual envia una sefial eléctrica al microcontrolador (tarjeta
Arduino MEGA 2560 ARD1) y después, si la temperatura es distinta a la temperatura
objetivo, se activa una de dos bombas hidraulicas, cada una conectada a una tuberia
de agua caliente y fria. Entonces el agua recircula por el enchaquetado del biorreactor
hasta alcanzar la temperatura deseada.

El control de pH esta conformado propiamente por el sensor, el cual envia una senal

eléctrica al microcontrolador, y este a su vez activa a una de dos bombas segun el pH
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objetivo (bomba peristaltica dispensadora Fluido Arduino Diy). Cada una de las

bombas esta conectada a dos soluciones, una llamada base, la cual es una solucién de

NaOH 0.5 M, mientras que la otra esta conectada a una soluciéon llamada acida, la

cual consiste en una soluciéon H2SO4 0.5 M. Ambas bombas funcionan con una

corriente directa de 12 V, mientras que el microcontrolador opera bien con una

corriente directa de 5 V.
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Figura 11. Diagrama de Tuberias e Instrumentacién (DTI) para el sistema de control.

La figura 12 muestra el diagrama de diseno electronico del biorreactor. Los

componentes electronicos son los siguientes:
1) Placa Arduino Mega 2560 (ARD1)
2) Sensor de pH
3) Sensor de temperatura (MAX6675) TERMOPAR
4) 4 relevadores Relay 1CH 5VDC, R1-R4
5) 2 bombas peristalticas (Diy) B. ACIDA y B. BASE

68

LU |



6) 2 bombas hidriulicas (de diafragma 12v 6w 3m para pecera) B.A. FRIA y B.A.
CAL.

7) Pantalla LCD 16x12 con interfaz i2C.

8) Driver de motor (A4988)

9) Motor paso a paso (para impresora 3D 42-40 Nema 17)

10)2 LEDS azul y rojo con resistencia de 220 Q

SDA
SCL

R1 R2 R3
RELEVADORES

—F: H
piN32 PIN34 PIN 24 PIN 26 p

Ml ro

ARDUINO sl = = NSNS

PINS PIN 4 : =

SVANGE PIN 5 Hso

100 uf 50v

Figura 12. Disefo electrénico secuencial del biorreactor batch.

Se construyé una interfaz (ver figura 13) para tener comunicacién con el
microprocesador sin necesidad de trabajar desde la consola de Arduino. Dicha interfaz
fue programada mediante Microsoft Visual Studio 2022. La interfaz permite enviar
datos al microprocesador, tales el encendido y apagado del biorreactor a través de la
opciéon OFF/ON, indicar el pH y temperatura de trabajo deseada, en este caso, solo se
admiten numeros enteros y también ajustar la velocidad de agitaciéon mediante el

desplazamiento de la barra espaciadora. También el microcontrolador envia
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informacion a la interfaz mediante la revisiéon de las dltimas diez lecturas de pH y
temperatura en forma grafica y también mediante el almacenamiento de la

informacién en archivo TXT en la carpeta de trabajo.
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Figura 13. Interfaz para la comunicacion con el microprocesador del sistema mediante
Microsoft Visual Studio 2022.

La logica de conexion consiste en conectar el sistema a corriente, luego se conecta el
microprocesador al computador que ha iniciado la interfaz desde Microsoft Visual
Studio, se reconoce la comunicacién del puerto de conexiéon del Arduino con la
computadora, con ello, desde la interfaz se enciende el sistema (opcién ON) y para
ello, se enciende el LED azul en el médulo 1 del biorreactor (ver figura 14), se
introducen los pardmetros de operacién (pH, Temperatura y % de agitacién), luego
dar clic en la opcién de “enviar” y automaticamente la pantalla LCD del biorreactor
se actualiza. Se inicia la agitacion y los sensores de Temperatura y pH envian senal a

la pantalla LCD y a la interfaz grafica, también se guardan simultaneamente en un
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archivo .txt. De acuerdo con los parametros de pH y temperatura introducidos, se
activaran las bombas de pH y de temperatura y seguiran asi durante la operacion del

biorreactor.

Figura 14. Médulos que conforman al biorreactor batch. (1) parte electrénica, (2)
bombas para el control de temperatura y del pH, (3) Contenedor, (4) interfaz para la
comunicacion con el Arduino.

La figura 14 muestra al reactor batch completamente ensamblado, para su disefo, se
resaltan 4 modulos, el primero comprende la electronica del equipo, es decir al
microcontrolador, relevadores, electrénica de los sensores y la pantalla LCD (ver
figura 14 y 15). El segundo médulo (ver figura 14 y 16) es el 4rea de bombas, las cuales
se activan en coordinacion con el sistema de control, para ello, cada bomba es
alimentada de una solucién acida o basica. En este médulo también se encuentra un
medidor de fluido de aire con valvula de control manual. Por este medidor fluye aire
del medio ambiente, y antes de llegar al biorreactor, dicho flujo es filtrado mediante

un acrodisco de 0.2 um.
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Figura 16. M6dulo de bombas. A) bombas peristalticas para el control del pH del
medio, B) bombas hidraulicas para el control de temperatura y C) medidor de flujo
con valvula de control manual.

El tercer médulo estd conformado por el contenedor del biorreactor (ver figura 14),
este contenedor es de vidrio con capacidad 1 L, ademas cuenta con una tapa del mismo
material, la cual tiene 3 bocas para el acceso al eje del agitador, los sensores y purga
de gases. En la parte del fondo, cuenta con una valvula manual de drenaje. También

cuenta con un enchaquetado, por donde se permite el flujo de agua caliente o fria para
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el control de temperatura en el seno de la fermentacién. El agua caliente proviene de
una tina acoplada con una resistencia de calentamiento, mientras que el agua fria

viene de otro contenedor, pero con agua a temperatura ambiente.

El cuarto médulo comprende la comunicaciéon del microprocesador del médulo 1 con

la interfaz de Microsoft Visual Studio desde la computadora.

2.9.2 Control
2.9.2.1 Calibracién de sensores

Antes de iniciar con el control del sistema, se procedié a verificar la lectura de los
sensores, tanto el de pH como el de temperatura. En el caso del pH, se hicieron
mediciones de soluciones de pH conocidas, posteriormente se procedi6é a graficar el
voltaje obtenido por el sensor con el correspondiente valor de pH, se realiz6é un ajuste
polinomial, se actualiz6 el coédigo del sensor y nuevamente se procedié a leer las
mismas sustancias, se validé la ecuacion cuando el margen de error fue menor a 0.1
(ver figura 17). En este caso, se utilizé una ecuacién de ajuste lineal pH = 0.708 *
voltaje? — 12.07 = voltaje + 18.592 con R2=0.967, el cédigo se actualizé tal como se

muestra en el fragmento de la figura 18 o bien el apéndice D.
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Figura 17. Ajuste del pH obtenido por el sensor con un potenciémetro de referencia.
A) gréafico de ajuste, B) graficos de residuos después de hacer la correccién con la
ecuacion de ajuste.

171 for (int 1 = @; 1 < 9; i++) {

172 for (int j =1 + 1; J < 1@; j++) {

173 if (buffer_arr[i] > buffer_arr[j]) {
174 int temp = buffer_arr[i];

175 buffer_arr[i] = buffer_arr[j];

176 buffer_arr[j] = temp;

177 }

178 )

179 }

180

181 unsigned long avgval = @;

182 for (int 1 = 2; 1 < 8; i++) {

183 avgval += buffer_arr[i];

184 }

185

186 float volt = (float)avgval * 5.0 / 10824 / 6;
187 float ph_act = 0.768*(pow( volt , 2)) - 12.87*volt + calibration_value;
188

189 return ph_act;

190 )

Figura 18. Fragmento de cédigo actualizado con la ecuacién de ajuste para el sensor
de pH.

El sensor de temperatura no fue necesario calibrar, ya que tiene un margen de error
menor a 0.1 respecto a un termoémetro digital de referencia, la figura 19 muestra el
grafico de residuos comparando los valores de temperatura por el sensor MAX6675
con el termémetro digital utilizando muestras de agua a bafno Maria con diferentes

temperaturas.
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Figura 19. Grafico de residuos después de hacer la correccion con la ecuacion de ajuste.

2.9.2.2 Sistema de control

Para verificar el control de temperatura, se utilizaron 2 actuadores, es decir, dos
bombas hidraulicas, una alimentada con agua caliente y la segunda con agua fria, si
la temperatura del reactor es menor al setpoint, se apaga la bomba de agua fria y se
activa la bomba de agua caliente, y sucede exactamente lo opuesto en caso de que la

temperatura del reactor sea mayor a la del setpoint (ver figura 20).

211 void controlarTemperatura(double temperatura) {

212 if (start == 1) {

213 if (temperatura > setPointTemperatura) {
214 digitalwrite(pinFria, 1);

215 digitalWrite(pinCaliente, 8);

216 } else if (temperatura < setPointTemperatura) {
217 digitalWrite(pinFria, @);

218 digitalWrite(pinCaliente, 1);

219 } if (start == @) {

220 digitalWrite(pinFria, 0);

221 digitalWrite(pinCaliente, @);

222 }

223}

224}

Figura 20. Loégica de programacion para el control de temperatura.

En cuanto al control del pH del medio, la figura 21 muestra la programacion para este
parametro. Se mide al pH, si este valor es inferior al setpoint, se activa la bomba base

con un tiempo de drenado de 1 s, 30 s después se realiza otra medicion, y se vuelve a
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comparar el valor actual de pH con el setpoint. Por el contrario, si el valor actual es

superior al setpoint, se activa la bomba acida. El tiempo entre inyecciones es de 6 s,

para dar tiempo suficiente en que el sistema se agite y se homogeneice.
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Figura 21. Loégica de programacion para el control de pH.

int start = 03

double setPointTemperatura = @;

double setPointPH = 8;

double setPointDimmer = @;

unsigned long tiempoBombaAcido = 1@ee;
unsigned long tiempoBombaBase = 1000;
unsigned long intervaloBombaPH = 60000;
unsigned long ultimaActivacionBombaAcido = @;
unsigned long ultimaActivacionBombaBase = ©;

LiquidCrystal I2C lcd(ex27, 16, 2);
MAX6675 thermocouple(pinSCK, pinCs, pinso);

unsigned long ultimaActualizacion = ©;
const unsigned long intervaloActualizacion = 1eeee;

float calibration value = 18.592;

int buffer_arr[1@];

unsigned long ultimoTiempoLecturaPH = @;

const unsigned long intervalolLecturaPH = 30000;

void controlarPH(double ph) {
if (start == 1) {
unsigned long tiempoActual = millis();

if (ph < setPointPH && tiempoActual - ultimaActivacionBombaAcido >= intervaloBombaPH) {
digitalwrite(pinAcido, 1);

delay(tiempoBombaAcido);

digitalWrite(pinAcide, @);

ultimaActivacionBombaAcido = tiempoActual;

} else if (ph > setPointPH && tiempoActual - ultimaActivacionBombaBase >= intervaloBombaPH)
digitalWrite(pinBase, 1);
delay(tiempoBombaBase);
digitalWrite(pinBase, @);
ultimaActivacionBombaBase = tiempoActual;

¥

} if (start == @) {
digitalwrite(pinBase, @);
digitalWrite(pinAcido, @);

~

Finalmente, la figura 22 muestra el segmento de programacién para el ajuste de

velocidad de agitacion, el setpoint va de 0 a 100, donde en 0 no hay agitacion y en 100

hay maxima agitacion.
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191  void controlarAgitacion(double setPointDimmer) {

192 if (start == 1) {

193

194

195 if (setPointDimmer > @ && setPointDimmer <= 188) {

196

197 double vwvelocidad = map(setPointDimmer, @, 160, ©, 10080);
198 stepper.setsSpeed(velocidad);

199

200 }
201

202

203 stepper.runsSpeed();
204

205 if (start == @) {

2086 stepper.setSpeed(@);
207

208 1)

209

Figura 22. Légica de programacion para el ajuste de la velocidad de agitacion.

Se realizaron varias pruebas de control, las mejores condiciones encontradas fueron
las que se detalla en la redaccién previa y en las figuras de la programaciéon para cada
control. En el caso de la temperatura, se alcanza el setpoint de 28 °C después de los
400 s s1 la temperatura de la bomba fria es >22 °C y la temperatura del agua caliente
~ 30°C. La figura 23 A muestra el resultado de esta prueba. Otra alternativa util
consisti6 en mantener el setpoint a un valor mas alto que el deseado y ajustar la
temperatura de la bomba caliente con la temperatura deseada, entonces, como la
temperatura del sistema esta debajo del setpoint, el agua caliente no deja de recircular
y entonces se alcanza la temperatura deseada mas rapido. En cuanto al pH, la figura
23 B muestra una prueba de control fijando un setpoint de 5.0 y el pH inicial del medio
(con 6g/L de KeHSO4) de 4.5. A los 300 s el sistema empez6 a estabilizarse en el
setpoint; sin embargo, después de este tiempo el sensor se descalibro, y las lecturas
ya no fueron confiables, de hecho, esto ocurri6 en todas las pruebas.
Desafortunadamente este sensor es analdgico, y funciona bien para leer unas cuantas
muestras hasta antes de su siguiente calibracién. Para fines del proyecto, se bloqued
el control de pH y se decidi6 monitorear este parametro por muestreo diario y en caso

de requerir ajustar el pH, este se haria manualmente con soluciones acido-base
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previamente preparadas. Finalmente, para conocer el porcentaje adecuado de
agitacion, se utiliz6 un anemoémetro digital PM6252A y con este instrumento se

encontr6 que a un 24% de agitacion, se alcanzan 100 + 15 rpm.
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Figura 23. Prueba del control de temperatura y pH. A) Control de temperatura en los
primeros 10 minutos de operacién. B) control de pH en los primeros 800 s de operacién.

2.9.3 Asepsia del Biorreactor batch

Todas las piezas del biorreactor (salvo electrénicas), fueron levadas con jabén neutro
y con 0.5% de hipoclorito de sodio. En cuanto al contenedor y todas sus piezas, estas
fueron esterilizadas a 120 °C durante 20 minutos. Respecto a las piezas como
mangueras, tapones y contenedores de plastico, estos fueron incubados con hipoclorito
de sodio 0.5% durante 2 h y posteriormente enjuagados dentro de campana de flujo
laminar. Una vez en la campana, las piezas fueron esterilizadas mediante luz UV-vis
durante 30 minutos. Los sensores y cables también fueron esterilizados por este
medio. Por otro lado, el medio de cultivo y antibiético, fueron preparados tal como se
describe en secciones previas. Se mont6 todo el sistema dentro de campana de flujo

laminar y una vez ensamblado, se volvieron a esterilizar puntos criticos con radiacién
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UV-vis durante otros 20 minutos. La figura 24 muestra algunas imagenes de esta

etapa.

Figura 24. Proceso de asepsia y montado del biorreactor
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CAPITULO 3
RESULTADOS Y DISCUSION
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En este capitulo se abordan (1) los resultados obtenidos del aislamiento y descripcién
morfolégica de Akanthomyces muscarius, (2) el analisis de las secuencias genémicas,
(3) los resultados de los ensayos mediante fermentacién sélida, (4) los resultados
fermentacién liquida superficial, (5) los resultados de la fermentacién liquida
sumergida en el sistema de matraz agitado desde la seleccion de la mejor formulacion
del medio de cultivo hasta la optimizacion de las condiciones experimentales mediante
superficies de respuesta. Finalmente se muestran (6) los resultados obtenidos de la
fermentacion liquida sumergida mediante la implementacién del biorreactor batch

con tecnologia Arduino.
3.1 Aislamiento y caracterizacién morfolégica de Akanthomyces muscarius

Se recolectaron alrededor de 100 hojas infectadas con Hemileia vastatrix con
presencia del parasito Akanthomyces muscarius, para ello, se evaluaron dos
estrategias diferentes segtun el grado de asepsia. Se hicieron las siembras en medio
PDA con y sin antibiético (estreptomicina 50pg/mL), de las cuales, Akanthomyces
muscarius se logré aislar tras varias purificaciones sucesivas a partir del medio con
antibiético, ya que en este no se observ presencia de contaminacién microbiana (ver
figura 25 A- C). En las figuras 25 C y D se muestra la morfologia de la cepa aislada,
la cual presenta un micelio blanco, algodonoso, denso, blando y de lento crecimiento,
en cuanto a los bordes, estos son regulares y pueden ser ligeramente levantados en
relacién con el centro. Por el reverso de la caja Petri (figura 25 D) se observa una
coloracion amarillenta sin penetrar el agar a diferencia con lo observado en el medio
SDA en el cual, la colonia es mas compacta y con penetracién en el agar (ver figura 25
E y F). Algo en comtn de ambos medios, es que la colonia crece de manera radial y
uniforme, expandiéndose progresivamente sobre la superficie del medio. Es
1mportante mencionar que el crecimiento es lento em ambos medios; sin embargo, se

desarrolla mejor en medio PDA que en SDA (ver figura 25 C-F).
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A nivel microscopico, la figura 26 A y B muestran la forma de las hifas sin excesivas
ramificaciones y conidios alargados y homogéneos como resultado del cultivo en medio
PDA de A. muscarius, las caracteristicas anteriores son semejantes a lo reportado

para esta especie (Turco, 2024).

A) E)

C)

Figura 25. Aislamiento y morfologia de colonias aisladas de Akanthomyces
muscarium. A) Contaminacién bacteriana a los 10 dias de incubacién de las muestras
de hojas de café en agar PDA sin antibiético. B) Diversidad de hongos nativos crecidos
a los 10 dias de incubaciéon de las muestras de hojas de café en agar PDA con
estreptomicina al 0.001%. C) Colonia de A. muscarium purificada y observada a los
10 dias de incubacién en medio PDA desde la parte anterior y D) posterior a la caja
Petri. E) Otra colonia de A. muscarium a los 10 dias de incubacién en medio SDA
desde la parte anterior y F) posterior a la caja Petri.

Finalmente, algunas muestras de hojas de café fueron observadas mediante SEM, la
figura 26 C muestra parte del micelio y ascosporas de A. muscarius. Hasta ahora, solo

se han reportado micrografias de este hongo en insectos, pero no en otros habitats

naturales como aqui se muestra.
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Figura 26. Morfologia microscépica de Akanthomyces muscarius. A) hifas y B)
conidios observados mediante tincién con azul de metileno en un aumento 40x. C)
Morfologia de micelio y ascosporas sobre tejido de hoja de café observada por SEM.

3.2 Identificacién genotipica

Anteriormente, se reportaron hongos aislados de pustulas de Hemileia vastatrix
1dentificadas con el género Verticillium; sin embargo, muchas especies fueron
reagrupadas al género Lecanicillium, de hecho, morfolégicamente son similares, de
ahi la importancia de hacer la caracterizacién molecular (Diaz & Medel, 2024; Kepler
et al, 2017). Recientemente se han encontrado reportes sobre hongos del género
Akanthomyces aislados de pustulas de Hemileia vastatrix, siendo este un género

recientemente reorganizado.

Durante la extraccién de DNA, de un total aproximado de 200 mg de micelio (en base
seca), previamente incubado por 7 dias en medio PDA, se obtuvieron 50 uL. de DNA

con una concentraciéon de 700 ng/ul. y una relaciéon 260/280 de 1.7 indicando buena

calidad del DNA extraido.

La figura 27 A muestra la banda de DNA extraido en gel de agarosa tanto de la
primera extraccién (E1) como de su duplicado (E2). Por otro lado, se llevaron a cabo
amplificaciones por PCR de las regiones del ITS y de la subunidad pequena
mitocondrial 18S rRNA; la figura 8 B muestra las bandas etiquetadas como P1 y P2

85



para el producto de PCR de la regién ITS y de la subunidad pequeia 18S rRNA,
respectivamente. Las bandas coinciden con un tamano de 1100-1200 pb para P:
mientras que la banda de P2 corresponde a un tamano de 1200-1300 pb. De dichas
amplificaciones (ITS y de la subunidad pequefia 18S rRNA) se obtuvieron 42 y 38 uL
con una concentracion de 400 y 380 ng/ulL con una relacion 260/280 de 1.8

respectivamente.

A)

Figura 27. Geles de electroforesis del DNA gendémico y de la regiéon ITS de
Akanthomyces muscarius. A) Gel de electroforesis del DNA genémico y B) del
producto de PCR de la region ITS y de la subunidad pequena 18S rRNA. Las bandas
de interés son resaltadas con la flecha, E1 y E2 corresponden a la primera extraccion
y su duplicado. P1 y P2 corresponden al producto de PCR de la regién ITS y de la
subunidad pequena 18S rRNA.

Los electroferogramas de ambas regiones evidenciaron buena calidad de las
secuencias, de los cuales se obtuvieron dos secuencias resultantes, la primera con un
tamano de 586 pb para la region ITS y la segunda con un tamano de 591 pb para la

subunidad pequefia mitocondrial 18S rRNA (ver figura 28).
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g\)AIATGCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATCCGAGGTCAACGTTCA I;)GCAGTGAGGAATATTGGTCAATGGCCTAACGGCTGA&CTGGCAACTTGGA
GAAGTTGGGTGTTTTACGGCGTGGCCACGTCGGGGTTCCGGTGCGAGTTG GAAGTGATAAGTCTTTAATTTTGAATCCTTGGCTTACTTTGTAAGTTAAG

GATTACTACGCAGAGGTCGCCGCGGACGGGCCGCCACTCCATTTCGGGGA GCTAGATTTAAACAAAAATTAAAGATTAAATTAGTATTGAATGAAACTTT
CGGCGGTATGCTGCCGTTCCCCAACGCCGATTTCCCCGAGGGGAAGTCGA GTTTATATATCGATAATGACGATATATATATTATGTCTTGACCAATTACG
GGGTTGAAATGACGCTCGAACAGGCATGCCCGCCAGAATGCTGGCGGGLG TGCCAGCAGTCGCGGTAATACGTAAGAGACTAGTGTTATTCATCTTAATT
CAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCACATT AGGTTTAAAGGGTACTCAAACGGTCAATAATAAGACTAGAGTTATATAGA
ACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCAGAACCAAGAGATCC AGAAGGTAGTACCTTAAGTGTAGAGATTATATTTGGTCATACTCGAGGGA
GTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTGTTTTGCCTTGCGGCGAATTCAGAAG CTTAGAAAAGGCGTAGGCAACCTTCTAAGCAATAACTGACGTTGAAGGAC
ATGCTGATAATACAGAGTTTGTGGGTCTCCGGCGGCCGCCTGGGTCCGGE GAAGGCATAGGTCACGAACAGGATTAGATACCCAAGTAGTCTTTGCAGTC
CCGCGGECGGCGLGAGGCCGTCCGGACGCCGGEGCGAGTCCGLCGAAGCA AATGATGAATGCCATAGGTTAGATAAAAATTTAGTCTATAAATGAAAGTG
ACAGTAGGTATGTTCACATAAGGGTTTGGGAGTTGTAAACTCGATAATGA TAAGCATTTCACCTCAAGAGTAATGTGGCAACGCAGGAACTGAAATCACT
TCCCTCCGCTGGTTCACCAACGGAGACCTTGTTACG AGACCGTTTCTGACACCAGTAGTGAAGTATGTTATTTAATT

Figura 28. Secuencia de nucleétidos de las regiones amplificadas. A) secuencia de la
regién ITS (586 pb) y B) secuencia de la subunidad pequefia mitocondrial 18S rRNA
(591 pb).

Finalmente, el analisis de secuenciaciéon de nucleétidos en BLAST del GenBank para
la regién espaciadora interna transcrita (ITS) permitié identificar el género, en este
caso, de 100 secuencias encontradas, el 80% de ellas corresponden al género
identificado como Akanthomyces (ver figura 29). Para la identificacién de la especie,
se comparo la secuencia de la regién 18S rRNA con otras secuencias reportadas en
BLAST (ver figura 30), para ello se consideraron los siguientes criterios: porcentaje
de covertura (Query cover) del 100 %, probabilidad de error (E-value) de 0% y
porcentaje de identidad del 100%. Las principales especies identificadas son: 58% A.
muscarius, 12% L. saurus, 8% A. carnicusy 7% A. severus. De las 58 secuencias
1dentificadas como A. muscarius, la identidad de la secuencia oscila entre el 99.3-
99.83%, también se identidicaron especies con el nombre Lecanicillium muscarius; sin
embargo, Lecanicillium muscarius se ha actualizado como Akanthomyces muscarius
(Kepler et al., 2017; Turco, 2024). Por tanto, a partir de este hallazgo, se confirma que

la cepa secuenciada corresponde al género Akanthomycesy la especie muscarius.
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Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments

select all 700 sequences selected

Dmripﬁm Score Score Cover value Ident Len Accession
v v v v v v

isolate Nesta 08 small subunit RNA gene, partial intemal transcrib... m... 1083 1083 100% 0.0 100.00% 758 MN080299.1
L sp. culture ICMP:21611 small subunit RNA gene, partial internal sp... L dlium sp. 1083 1083 100% 0.0 100.00% 626 MF687199.1
culture CBS:318.708 strain CBS 318.70B small subunit ribosomal RNA gene, partial se... Akanthomycesm... 1077 1077 100% 0.0 99.83% 588 MHB859686.1
nicillium train CG02 small subunit rib mal RNA gene, partial internal i Lecanicillium ure... 1072 1072 99% 0.0 99.83% 583 0Q303622.1
Fungal sp. NM826 18S RNA gene, partial sequence; intemal pacer 1, 5.88 RNA ...fungal sp. NM826 1070 1070 98% 0.0 100.00% 1159 KJ867414.1
strain CBF16 small subunit ri RNA gene, partial internal at.. 1070 1070 99% 0.0 99.83% 583 OL351559.1
sp. strain YECC 945 small subunit RNA gene, partial . intemal ibed spa... sp. 1061 1061 100% 0.0 99.32% 590 0Q509531.1
sp. IHEM 28225 genomic DNA contains 18S rRNA gene, ITS1, 5.8S rRNA gene, ITS2, 2... Akanthomycess... 1061 1061 100% 0.0 99.32% 604 0QU989237.1
isolate JD1-047AP small subunit RNA gene, partial sequence; internal transcr...Akanthomyces at... 1044 1044 100% 0.0 9881% 601 MT644336.1
Akanthomyces lecanii strain HZLF160702 18S small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence. internal trans... Akanthomyces le... 1044 1044 100% 0.0 98.81% 2301 MH521026.1
strain MO315369 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; internal transcri... Akanthomyces at... 1044 1044 100% 0.0 9881% 609 MH558279.1
strain CCM 9195 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence: internal transcri... Akanthomyces at... 1044 1044 100% 0.0 98.81% 612 QOP503941.1
lecanii strain CCM 9195 small subunit ri RNA gene, partial internal le... 1044 1044 100% 0.0 98.81% 612 OP437999.1
Akanthomyces lecanil strain Z3 small subunit ribosomal RNA gene. partial sequence: internal transcribed spacer 1... Akanthomyces le... 1044 1044 100% 0.0 98.81% 616 MW165534.]
lecanii genes for 18S ribosomal RNA. internal spacer 1,5.8S RNA, internal t... le... 1044 1044 100% 0.0 98.81% 2304 AB111495.1
culture CBS:143.62 strain CBS 143.62 small subunit ribosomal RNA gene, partial seque... Akanthomyces m... 1038 1038 100% 0.0 98.63% 1240 MH858126.1

Figura 29. Primeras 16 secuencias de la region ITS similares a la cepa de estudio
analizadas desde BLAST. La flecha naranja resalta el nombre cientifico actualizado.

Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments Download ~  Select columns ~ Show L
select all 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results  MSA Viewer
Dusciph‘on Sdanti‘ﬁ: Name sh::: ;::L g::z v:un I:::vt :‘:; Accession
- - - - - -
L jicilli muscarium isolate KV 56 small subunit ribosomal RNA (ms) gene, partial sequence; mitochondrial Akanthomyces ... 915 915 83% 0.0 100.00% 495 EF513035.1
Lecanicilum muscarium istaa et waall subunit ibosomal RNA (ms). gene, partal sequence; mitocho... Akanthomyces ... 909 909 83% 0.0 99.80% 496 EE513064.1
Lecanicillium muscarium isolate ARSEF 1401 small subunit ribosomal RNA (rns) gene, partial sequence; mitoch... .. 902 902 83% 0.0 99.60% 494 EF513078.1
Lecanicillium lecanii isolate ARSEF 4025 small subunit ribosomal RNA (ms) gene,_partial sequence; mitochondrial Akanthomyces ... 881 881 83% 0.0 9860% 501 EF513054.1
Lecanicillium muscarium isolate Mycotal small subunit ribosomal RNA (ms) gene, partial sequence; mitochondrial Akanthomyces ... 876 876 83% 0.0 9841% 502 EFS513028.1
Lecanicillium muscarium isolate CBS 318.70B small subunit ribosomal RNA (ms) gene, partial sequence: mitoc... Akanthomyces ... 874 874 83% 0.0 9840% 499 EF513044.1
Lecanicillium muscarium isolate ARSEF 314 small subunit ribosomal RNA (rns) gene, partial . mitocho... .. BT0 BT0 83% 0.0 9821% 502 EF513043.1
Lecanicillium lecanii igolate ARSEF 3000 small subunit ril RMA (mns) gene, partial sequence; ial .. 869 869 83% 0.0 9820% 500 EF513052.1
Lecanicillium muscarium isolate ARSEF 2065 small subunit ribosomal RNA (rns) gene, partial sequence; mitoch.. .. BB65 B65 83I% 0.0 98.00% 501 EF513050.1
Lecanicillium lecanii isolate Gr small subunit ribosomal RNA (ms)_gene, partial sequence; mitochondrial Akanthomyces |... 863 863 83% 0.0 9800% S00 EF513041.1
Cordyceps confragosa strain RCEF 1005 mitochondrion, complete genome Akanthomyces |... 1031 1031 100% 0.0 97.89% 24643 NC 0468401
Akanthomyces lecanii strain RCEF6920 mitochondrion, complete genome Akanthomyces |... 1031 1031 100% 0.0 97.99% 24577 QR506462.1
Cordyceps farinosa strain ARSEF 3 mitochondrion, complete genome Cordyceps farino... 1026 1026 100% 0.0 97.97% 24225 MK512381.1
Akanthomyces muscarius isolate SSBG1A33 small subunit ribosomal RNA gene, partial I rial 944 944 92% 00 97.82% 781 MN422041.1
Akanthomyces muscarius isolate SSBG1A21 small subunit ribosomal RNA gene, partial sequence; mitochondrial Akanthomyces ... 944 844 92% 0.0 97.82% 781 MN422040.1
Akanthomy, s i 1 it ribosomal gene, partial sequence; mitochondrial Akanthomyces ... 944 944 92% 0.0 97.82% 781 MN422038.1
Lecanicillium lecanii isolate ARSEF 3600 small subunit ribosomal RNA (ms) gene,_partial sequence; mitochondrial Akanthomyces |... 859 859 83% 0.0 97.81% 502 EF513053.1

Figura 30. Primeras 17 secuencias de la region 18S rRNA similares a la cepa de
estudio analizadas desde BLAST. La flecha naranja resalta el nombre cientifico
vigente que contrasta con los nombres reportados por el investigador.
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3.3 Fermentacion en fase sélida

Se evalu6 la velocidad de propagacién de Akanthomyces muscarius en agar, para ello,
se probaron dos formulaciones comerciales: PDA y SDA. El primero contiene extracto
de papa y glucosa mientras que el segundo contiene peptona de caseina como fuente
de nitrégeno y el doble de glucosa que el primero; ademas, ambos medios trabajan en
un pH =5.6. La figura 31 A muestra los resultados de estos experimentos los cuales
indican que, Akanthomyces muscarius se propaga mas rapido en medio PDA y en 20
dias alcanza un diametro promedio de ~3.5 mm en contraste con SDA, donde alcanza
un diametro promedio de ~2.5 mm. Estos resultados son consistentes con lo reportado
en la literatura (Kepler, et al, 2017). Adema4s, la tabla 5 indica que estas diferencias
son significativas. Si bien, ambos medios son formulaciones universales, esta cepa no
se propaga rapido, tampoco se observd que durante su desarrollo se hayan generado
colonias satélites como sucede con otros hongos con esporulacion pulverulenta, esto
indica que no se propaga a grandes distancias como sucede con el género 7richoderma.
Resultan varias preguntas, por ejemplo /El medio debe ser enriquecido con nutrientes
de otra naturaleza o con micronutrientes? o /Se deben explorar otras formas de

fermentacién?

Se exploro la fermentacion sélida con dos sustratos distintos, uno de ellos fue el trigo,
rico en azucares mientras que el otro, bagazo de café, es considerado un residuo
agroindustrial con menos nutrientes disponibles y, ademas, es mas acido. Se decidid
trabajar con trigo, pues es el sustrato estandar en el cultivo de hongos y el bagazo de
café es propiamente un residuo que debe ser aprovechado. La figura 31 B muestra los
resultados de la propagacion de A. muscarius en ambos sustratos y la figura 32 Ay B
la propagacién completa. Es evidente que, este hongo se desarrolla mas rapido en trigo
y esta diferencia es significativa (ver tabla 10). Probablemente la disponibilidad de

azucares y otros nutrientes presentes en el trigo fueron los responsables de promover
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el crecimiento a diferencia del bagazo, cuya propagaciéon fue mas lenta y menos densa

(comparar figura 32 A y B).

Al finalizar la fermentaciéon sélida, se realizé un lavado a los sustratos con Tween
estéril al 2%; sin embargo, se aplicaron varios lavados y filtraciones sucesivas para
recuperar la mayor cantidad posible de esporas sin residuos del sustrato, esta labor
es complicada pues se debe garantizar una solucién sin particulas pequeiias que
dificulten la cuantificaciéon de esporas. La pérdida de precisiéon en esta etapa es la

causante de altas desviaciones estandar en las cuantificaciones (ver tabla 5).

4-0 T T 1 1 I 50 T T T T T T T T T
A) - | B
35r A ] 1 H
3ot S ~or . 1
: £
L
E 25 ° < L [
E . w30} * A
S 20 ! _ o : .
s, : 5 : -
E [ ; Fe ] Sl . -
] : 0 = »
el 10 F l ] - 8 .
: = PDA = . »  trigo
05| H _ < 0k g
* SDA 10 ® bagazo de café
ook & ~Ajuste lineal PDA | . ; ' ajuste lineal bagazo
Ajuste lineal SDA ajuste lineal trigo
05 ) : . . . okl _i® N
’ 0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55
Tiempo (Dias) Tiempo (Dias)

Figura 31. Velocidad de propagacién del micelio de Akanthomyces muscarius en
medio sélido. A) Tasa de propagacién en PDA (cuadros negros) y SDA (circulos rojos)
asi como B) en trigo precocido (cuadros negros) y bagazo de café (circulos rojos). El
ajuste lineal se muestra en lineas continuas negra y roja.
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Figura 32. Propagaciéon de A. muscarius en los sustratos de estudio y en el biorreactor
de lecho empacado. Propagacién completa en A) grano de trigo precocido después de
20 dias de cultivo, B) bagazo de café después de 50 dias y C) en grano de trigo en tres
momentos diferentes mediante el biorreactor de lecho empacado.

Tabla 10. Velocidad de propagacién de Akanthomyces muscarius en agar y sustratos
Velocidad de propagacién (mm de didmetro/dia)

Medio de cultivo V. (mm/dia) R2 Esporas/mL
PDA 0.1773 £ 0.01362 0.9596 -
SDA 0.1390 + 0.0164} 0.9283 -
Velocidad de propagacién superficial (cm2 de superficie/dia)
Sustrato V. (cm?/dia) R2 Esporas/mL
Trigo precocido 1.6507 + 0.05042* 0.9145 1.9+ 1.2 x107
3.0489 + 0.1723v** 0.9723 2.55+2.06 x 108
Bagazo de café 0.6705 + 0.0489¢ 0.9413 1.3+1.2 x107

Nota: *Velocidad de propagacién estimada a partir de tubos de cultivo con tapa tipo baquelita;

** Velocidad de propagacion estimada en el biorreactor de lecho fijo.
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Las mediciones de la velocidad de propagaciéon son un criterio para la eleccién de
sustratos, pero no debe ser el inico ya que no considera la densidad de biomasa,
concentracion de esporas, etc. En la literatura se reportan estudios cinéticos sobre la
fermentacion sélida de hongos y en esas aportaciones se reportan calculos de para
estimar la cantidad de biomasa generada de acuerdo con la cantidad acumulada de
CO2 que se produce durante la fermentacion. Por ejemplo, en la investigacién de
Gonzdlez et al. (2017), se describe un método para calcular la biomasa formada a
partir de la produccion de CO,, considerando la estequiometria de la reaccion.
Ademés, en el trabajo de Rodriguez (2005), se discuten métodos indirectos para
cuantificar la biomasa en fermentaciones soélidas, incluyendo la medicién de
componentes celulares como la quitina, el ergosterol y las proteinas, asi como

actividades bioldégicas como la respiracion, que implica la produccién de CO,.

Esto es coherente con el hecho de que el CO2 se produce en todas las etapas de la
fermentacion; sin embargo, si la cinética de crecimiento es exponencial, entonces la

produccion debe ser equivalente:

d(CO,)
ar X

Por otro lado, el analisis se vuelve mas sencillo si se conoce el valor tipico de
rendimiento de biomasa respecto al CO2 producido (o el sustrato respecto al CO2), asi
se puede estimar la biomasa producida a partir del CO2 acumulado (o la cantidad de
sustrato consumido a partir del CO2 acumulado). Dado que no se han reportado estos
parametros para A. muscarius, se decidié construir un biorreactor sencillo, que
funcione como un reactor de lecho empacado, mimetizando a los tubos de cultivo o
frascos donde cominmente se realiza la fermentacion sélida de hongos. Este reactor
estuvo equipado con un sensor de COg, un sensor de humedad sumergible y un sensor

de temperatura. Una vez que el biorreactor fue empacado con el sustrato, se procedid
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a inocular con A. muscarius. La figura 14 A muestra el area superficial invadida

respecto al tiempo.
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Figura 33. Velocidad de propagacion del micelio de Akanthomyces muscarius en trigo
precocido y empacado en el biorreactor de lecho fijo. A) Velocidad de propagacién en
trigo precocido y B) Concentracién de COz dentro del biorreactor. Las lineas negras
corresponden a los valores detectados por el sensor mientras que la linea roja
representa el ajuste de los datos a partir del modelo logistico.

La figura 33 A muestra el tiempo en el que se alcanza la fase estacionaria de la
fermentacion y en la tabla 10 se reporta una velocidad de 3.05 cm?/dia, casi el doble
de la estimada en trigo, pero monitoreado en tubo de cultivo. Probablemente la menor
compactacion del sustrato y mejor intercambio de gases favorecieron el crecimiento

en el biorreactor de lecho fijo respecto a los tubos de cultivo.

La figura 33 B muestra la concentracion de COgz registrado por el sensor del
biorreactor, el comportamiento no es exponencial, sino mas bien sigmoidal, por tanto,
se propuso adaptar el modelo logistico en funcién de la acumulacion de COg, para ello,

la ecuacidon que describe al modelo logistico es:

dCOZ_kCO (1 co, )
dt z COymix

93



Resolviendo la ecuacion diferencial, se llega a la siguiente expresion:

CO,, et
Co, = c0,.
1- (5,2 - et
COZ,méx

Donde k, es la velocidad especifica de producciéon de CO2, COg2, msx. corresponde a la
maxima acumulacién de COz dentro del sistema y CO,, es la concentracién de €0, al

inicio de la fermentacion.

Se evalud dicho modelo mediante la suma de minimos cuadrados entre los datos

experimentales y los generados por el propio modelo utilizando la funcién objetivo:

ne np

Z Z(COZJ exp — COZ,I mod)2 + (COZ,Z exp — C02,2 mod)2 +oeet (COZ,n exp — COZ,n mod)2
i

L

La figura 33 B muestra la concentracion de COz dentro del biorreactor y el ajuste de
los datos con el modelo logistico (Iinea roja). Los pardmetros del ajuste también se
muestran en la figura; si bien los parametros tales como C0,, son coherentes con los
datos experimentales, la estimacion de COg mix. y k estan subestimados y esto se
deduce del modelo ya que, en este se cuantifica COz2 acumulado, pero el reactor de
lecho no se construy6é como un sistema cerrado, sino mas bien, se permitia el
intercambio de gases al exterior; sin embargo, el perfil cinético es coherente con la
velocidad de propagacién, ya que, cuando hubo una propagacion completa en el
sustrato, la concentracion de COz llegb a su fase estacionaria. Finalmente, la figura
34 muestra el monitoreo de la humedad relativa y temperatura del sustrato. Respecto
a la humedad, el sustrato se deshidraté del 39% inicial al 34% después de 20 dias. En
cuanto a la temperatura, esta igual descendié desde 30.69 °C hasta 27.5 °C en el

mismo lapso. La pérdida de humedad se debe a que se permitié el intercambio de
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gases, mientras que la temperatura estuvo sujeta a las condiciones ambientales

durante el periodo de fermentacion.
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Figura 34. Monitoreo de la concentraciéon de COg, humedad relativa y temperatura
del sustrato.

No es apropiado comparar la velocidad de propagacion de A. muscarius en agar
(PDA/SDA) con la propagacién en los sustratos (trigo/bagazo de café), la primera
corresponde a una propagacién sobre la superficie del agar que esta en el plano XY,
por otro lado, la propagaciéon en el sustrato tiene un grado de libertad mas al
propagarse en el espacio tridimensional XYZ; sin embargo, es evidente que A.
muscarius crece lento en agar y no parece tener efecto la concentracion de glucosa en
el medio, por otro lado, en los sustratos, el crecimiento es lento para ser escalado a
nivel industrial; sin embargo, es evidente que la velocidad de propagacion se puede
aumentar si cambia la naturaleza del sustrato, por ejemplo, en este caso, el grano de
trigo tiene mas carbohidratos y microelementos que el bagazo de café, por tanto, la
presencia de estos ultimos debe ser importante para promover el crecimiento de A.
muscarius'y asi se puedan aprovechar mejor los azucares disponibles, pero también
pueden estar gobernando otros factores como el pH del medio, nivel de aireacidn,

metabolismo/anabolismo del hongo, etc.
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3.4 Fermentacion liquida superficial

Se decidi6 explorar la fermentacion liquida superficial que consiste en cultivar micelio
de hongo sobre la superficie de un medio de cultivo liquido, este tipo de fermentacién
es util para la obtencién de metabolitos y enzimas que el hongo de estudio produce
(Sanchez &Garcia, 2016); sin embargo, en este caso se exploré el desarrollo de micelio
de A. muscarius con el propoésito de obtener biomasa libre de agar, esto permitid
cuantificar la biomasa en peso seco en forma exacta misma que se utiliz6 como
condicién inicial para la siguiente fase experimental. Se probaron dos medios de
cultivo, uno de ellos a partir de la formulaciéon comercial de caldo papa y la segunda

con infusién de papa preparado en el laboratorio.

La figura 35 muestra el desarrollo del micelio en una estructura sélida sobrenadante
(biomasa sobrenadante) mediante fermentacién liquida superficial. En algunas
replicas el desarrollo de la biomasa fue homogéneo, tal como se muestra en la figura
35 A y B, es decir, las tortas se extendieron uniformemente sobre la superficie sin
generar pliegues o bultos, de hecho, en la figura 35 A se muestran tres tortas distintas,
pero la de en medio presenta las caracteristicas deseadas. La figura 35 B muestra
algunas biomasas sobrenadantes del medio liquido para su posterior uso. Cabe
mencionar que no se apreciaron diferencias en el desarrollo del micelio respecto a cada
formulaciéon, por lo que la falta de homogeneidad se debe a otros factores,
probablemente mecanicos. En cuanto al rendimiento (Yy/s), la tabla 11 muestra dichos
resultados sin observar diferencias significativas entre ambas formulaciones; sin
embargo, para el desarrollo de la siguiente fase experimental se decidi6 trabajar con
la formulacion comercial con el propodsito de evitar variabilidad durante la

preparacion de la formulacién propuesta.
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B)

Figura 35. Propagacién de micelio en fermentacién liquida superficial. A) Ejemplos de
capas de biomasa generadas en los medios de cultivo después de 15 dias de incubacion.
B) Ejemplos de capas de biomasa homogénea para la fermentacién liquida sumergida.

Tabla 11. Rendimiento de biomasa respecto al sustrato (glucosa)
Pesoenb.h. Pesoenb.s.

Formulacién @ @ Ya/s
Caldo papa 9.23+0.57  1.03£0.124  0.0516+0.0062
comercial

Infusién de papa  9.43+1.19 1.01+0.195 0.0505+0.0097

b.h.: base humeda; b.s.: base seca
3.5 Fermentacién liquida sumergida

En esa seccion se aborda la fermentaciéon liquida sumergida de Akanthomyces
muscarius mediante un sistema de matraz agitado. Los primeros experimentos
evidenciaron que este microorganismo es capaz de crecer en medio liquido pero su

crecimiento es mediante la formacién de pellets, es decir pequenos cuerpos esféricos
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de micelio, y cuyo crecimiento sucede en la superficie de estos (Rodriguez & Sanchez,
2018). En la figura 36 se observan matraces con pellets resultantes de la fermentacién
de Akanthomyces muscarius bajo un sistema de agitacién orbital. Los disefios que se
explican a continuacién estan orientados en identificar las mejores condiciones para

obtener un mayor rendimiento de biomasa en el menor tiempo posible.

Figura 36. Fermentacion liquida sumergida de Akanthomyces muscarius en matraz
agitado.

3.5.1 Efecto de la formulacién del medio de cultivo

En esta seccion se exploraron varios factores, el primero de ellos fue conocer el efecto
de la composicion de la formulacién del medio de cultivo en la fermentaciéon de
Akanthomyces muscarius, para ello se evaluaron 6 formulaciones mediante tres
variables de respuesta, las cuales fueron la velocidad de crecimiento especifico
maximo (s, dias1), concentracién de biomasa méxima predicha (x,;,, g/L) y

rendimiento (YX/S, g de biomasa/g de sustrato). Los primeros dos pardmetros fysy. ¥

Xmsx. fueron estimados mediante el ajuste de datos experimentales con el modelo
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logistico, mientras que el iltimo se estim6 experimentalmente. La tabla 12 muestra

los resultados obtenidos con su respectiva desviacion estandar para cada una de las

variables de respuesta.

Tabla 12. Variables de respuesta para cada una de las formulaciones evaluadas

Formulacién Himix. Xmix. Yyss
F1 0.638+0.0163>  2.3278+0.237a  0.1970+0.0082
F2 0.5539+0.038bcd  1,1682+0.094a  0.1561+0.012b
F3 0.4952+0.0104  2.2686+0.090a  0.1653+0.005P
F4 0.5192+0.003¢  2.2149+0.2792  0.1826+0.0062
F5 0.6644+0.036a  2.2507+0.1552  0.1968+0.0072
F6 0.5922+0.0302c  2.3169+0.036>  0.1972+0.0082

Se realizaron las pruebas de distribuciéon normal de los datos e igualdad de varianzas
entre las muestras para cada variable de respuesta. La primera prueba se realizo
mediante el método de Shapiro Wilk (n<30), en este caso, los datos de todos los
tratamientos presentaron una distribucién normal (p>0.05), de forma similar, la
prueba de homocedasticidad mediante el método de Levine indica que se cumple con
el supuesto de igualdad de varianzas ( pis,: p=0.4078>0.05, X,4,: p=0.6949>0.05 y
Yy/s: p=0.9330>0.05). Por tanto, se puede realizar el analisis de varianza clasico por
cada variable de respuesta. Las tablas 13-15, muestran los resultados de dicho
analisis.

Tabla 13. ANOVA de una sola via respecto al efecto de la formulacién del medio de
cultivo en la velocidad de crecimiento especifico maximo (Upax)

Fuente de variacion G.L. suma de cuadrados Cuadrado medio F P
Formulacién 5 0.05978 0.01195 11.181 0.00034
Error 12 0.00106 0.00106

Total 17 0.06085
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Tabla 14. ANOVA de una sola via respecto al efecto de la formulacién del medio de
cultivo en la concentracién de biomasa maxima (X4x.)

Fuente de variacion G.L. suma de cuadrados Cuadrado medio F |
Formulacién 5 3.0935 0.6187 13.943 0.00012
Error 12 0.5324 0.0443

Total 17 3.6259

Tabla 15. ANOVA de una sola via respecto al efecto de la formulaciéon del medio de
cultivo en el rendimiento (Yy/s)

Fuente de variacion G.L. suma de cuadrados Cuadrado medio F P
Formulacién 5 0.00487 0.000974 9.5215  0.00073
Error 12 0.00122 0.000102

Total 17 0.00609

El analisis de varianza (Tablas 13-15) indica que la formulacién tiene efecto en
Umar (F = 11.1816,8.L.512 y P < 0.001), X (F = 13.943,8.L.512yP < 0.001) v
Y/s (F = 9.5215,8.L.5,12 y P < 0.001).

Los resultados de la prueba de Tukey (a=0.05) resumidos en la tabla 7 o bien en forma
grafica en la figura 37 permiten elegir a la formulacién mas adecuada, tomando en
cuenta que las mejores formulaciones son aquellas que maximicen cada variable de
respuesta. En la grafica de la figura 37 A se aprecia que las formulaciones 1,2, 5y 6
son las que aumentan la velocidad de crecimiento especifico maximo, por otro lado, la
grafica de la figura 37 B permite excluir a la formulacién 2, ya que esta reduce
drasticamente la concentracién maxima de biomasa en contraste con el resto de las
formulaciones. Finalmente, la figura 37 C muestra que las formulaciones que dan

mejor respuesta en cuanto al rendimiento Y, /s son las formulaciones 1, 4, 5 y 6.
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Figura 37. Graficos de medias con Intervalos de confianza del 95% de las variables de
respuesta por cada formulacién. A) Graficos correspondiente a fmsy, B) Xmary C) Yy /s.

Considerando las 3 variables de respuesta, los tratamientos 1, 5y 6 fueron las mejores
formulaciones; sin embargo, se decidié excluir a la formulacion 6, pues esta no se
considera un medio con sustrato limitante ya que, durante la infusién, nutrientes de
la papa, como almidén y otros carbohidratos, se solubilizan al medio liquido, los cuales
no fueron cuantificados como azucares reductores. Al comparar la composicién entre
las formulaciones 1y 5 (ver tabla 4) se aprecia que la formulacién 5 tiene dos fuentes
de nitrégeno, extracto de levadura (5g/L) y peptona de caseina (20 g/L) a diferencia de
la formulacién 1, la cual solo contiene extracto de levadura (5 g/L). Por tanto, se
decidi6 trabajar con la formulacién 1 ya que la adicién de peptona de caseina no fue
una buena fuente de nitréogeno para impulsar el crecimiento de A. muscarius, de
hecho, la formulacién 9, la cual contenia inicamente peptona de caseina como fuente
de nitrégeno, no promovié un buen crecimiento de este hongo. Finalmente, la
concentracion de KH2PO4 fue importante, la formulaciéon 1 fue la que contenia la
menor concentracién de sal (1 g/L) a diferencia del resto de formulaciones (6 g/L). Se
midi6 el pH final en todos los crecimientos, la lectura de pH mas pequena fue de 5.2,
mientras que, para la formulaciéon 1, el pH final fue de 4.5+0.2. Esto sugiere que el
metabolismo de este hongo debe producir metabolitos acidos que alteran el pH del

medio, una concentracion de 1 g/ de KH2PO4 no es suficiente para amortiguar el pH
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durante el crecimiento de A. muscarius, de hecho, esto se ha reportado con otros

hongos (Garcia, 2027). Se procedié a evaluar el modelo de Monod con los resultados

de la formulacion 1, la figura 38 A y B muestran los ajustes con el modelo de Monod y

con el modelo logistico con una SSE (suma de minimos cuadrados) <<0.2. Para el

primer modelo se consideraron tanto la velocidad de producciéon de biomasa como el

consumo por el sustrato limitante (glucosa), mientras que para el ajuste del modelo

logistico solo consider6 la velocidad de producciéon de biomasa. La tabla 16 presenta

los resultados de dichos modelos. La diferencia de u,,;, entre ambos modelos no es

estadisticamente significativo (a>0.05), adem4s, Y,/s del modelo de Monod es

consistente con la estimacion experimental.
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Figura 38. Ajuste de los datos experimentales de la formulacién 1 mediante el modelo
de Monod y logistico. A) Ajuste de los datos con el modelo de Monod y B) con el modelo

logistico.
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Tabla 16. Parametros cinéticos de ajuste para el modelo de Monod y logistico con los
datos experimentales de la formulacion 1.

Parametros Modelo de Monod Modelo logistico
Umayx. (dias™) 0.6071 + 0.025 0.6338 +0.016

Xmax. (&/L) - 2.3278 + 0.2378
kg (g/L) 2.6008 + 0.6248
Yy/s 0.1904 + 0.0088  0.1970 + 0.0081*

* Parametro medido experimentalmente

3.5.2 Efecto del volumen de trabajo, agitacion, pH y concentracion de glucosa

Una vez identificada la formulacién base, se evalué el efecto del volumen de trabajo,
agitacion, pH y concentracion de glucosa, para ello llevé a cabo un disefio factorial 24,

la tabla 17 muestra los niveles de cada factor.

Tabla 17. Niveles de los factores para el disefio factorial 24
Nivel codificado

Variable Parametro 1 1
A" Volumen relativo (%) 20 60
A Agitacién (rpm) 50 250
pH pH del medio 5 7
G Glucosa (g/L) 10 40

La tabla 18 presenta los resultados de las fermentaciones del disefio factorial 24, los
tratamientos 2 y 4 aumentan la velocidad de crecimiento especifico maximo y la
maxima concentraciéon de biomasa, manteniendo el minimo volumen, la minima
agitacion y la maxima concentraciéon de glucosa, y no parece haber diferencia respecto
al pH; sin embargo, los rendimientos no son los mas altos y esto se atribuye debido a
que el sustrato no se alcanzé a consumir completamente al final de la fermentacién.
Por otro lado, los tratamientos 13 y 15 fueron los que arrojaron los resultados mas
bajos, en todas las variables de respuesta, al parecer el incremento del volumen y
agitacion afectan el desarrollo del micelio durante la fermentacién.
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Tabla 18. Respuestas para el crecimiento de A. muscarius bajo un disefo factorial 24

F Vol. Agitacion pH del Glucosa Wmax Xmax Y
relativo  (rpm) medio  (g/L) (dias™) (g/L) x/s

1 20 50 5.0+0.1 10 0.255+0.012 2.282+0.162 0.162+0.008
2 20 50 5.0+0.1 40 0.348+0.016 2.539+0.187 0.116+0.020
3 20 50 7.0£0.1 10 0.250+0.016 2.391+0.241 0.174+0.012
4 20 50 7.0£0.1 40 0.329+0.016 2.570+0.179 0.115+0.020
5 20 150 5.0+0.1 10 0.147+0.010 1.542+0.122 0.148+0.020
6 20 150 5.0+0.1 40 0.168+0.012 1.713+0.083 0.131+0.024
7 20 150 7.0£0.1 10 0.150+0.016 1.501+0.163 0.140+0.016
8 20 150 7.0£0.1 40 0.167+0.014 1.746+0.102 0.119+0.021
9 60 50 5.0+0.1 10 0.217+0.013 2.025+0.167 0.147+0.012
10 60 50 5.0+0.1 40 0.307+0.020 2.164+0.124 0.080+0.017
11 60 50 7.0£0.1 10 0.217+0.012 1.995+0.116 0.146+0.028
12 60 50 7.0£0.1 40 0.300+0.014 2.199+0.147 0.094+0.036
13 60 150 5.0+0.1 10 0.095+0.020 1.182+0.124 0.071+0.022
14 60 150 5.0+0.1 40 0.111+0.020 1.174+0.127 0.060+0.017
15 60 150 7.0£0.1 10 0.099+0.024 1.062+0.137 0.065+0.019
16 60 150 7.0+£0.1 40 0.133+0.016 1.123+0.166 0.061+0.029

De acuerdo con el modelo lineal propuesto en la seccion experimental para predecir
las respuestas del disefo, se realiz6 una regresion lineal para cada variable de
respuesta. En ambas regresiones, se realizé6 un ANOVA para estimar la significancia
del efecto de los factores e identificar aquellos con significancia estadistica para cada
variable de respuesta. Para el caso de la velocidad de crecimiento especifica maxima,
la prueba de ANOVA de la tabla 19, indica que el modelo describié adecuadamente a
Umsx. La tabla 20 muestra un buen ajuste del modelo lineal con los datos
experimentales (R2>0.9). Por otro lado, la tabla 21 indica claramente que la
interseccion y los efectos simples volumen, agitacion y concentracion de glucosa tienen
efecto significativo en ppys, (0<0.05), por otro lado, la interaccién agitacién/

concentracién de glucosa también tiene un efecto significativo (ver tabla 21).
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Tabla 19. ANOVA de la u,,5, de A. muscarius usado un diseno factorial 24

Fuente de variacion G.L. suma de cuadrados  Cuadrado medio F P
Modelo 10 0.3192 0.0319 84.096 2.47E-22
Residuos 37 0.0140 0.0003

Total 47 0.3332

Tabla 20. Parametros del ajuste lineal con los datos observados para sy,
0.978701682

Coeficiente de correlaciéon multiple
Coeficiente de determinacién R2

R2ajustado
Error tipico
Observaciones

0.957856982
0.946466977
0.019483589

48

Tabla 21. Significancia estadistica de los parametros del modelo lineal para p .

Coeficientes Eggz Estadisticot Probabilidad In;'gx(;)or Sug;;: or
Intercepciéon 0.206284 0.0028122  73.352976 1.12858E-41 0.2005861 0.2119823
Xy -0.0208177  0.0028122  -7.4026352 8.29723E-09 -0.0265158 -0.0151197
X4 -0.0720899  0.0028122  -25.634577 3.72592E-25  -0.0777 -0.0663918
XpH -0.0002541  0.0028122  -0.0903894 0.928465307 -0.0059522 0.0054438
Xg 0.0270096 0.0028122  9.6044058 1.36263E-11  0.0213115  0.0327077
Xya -0.0032899  0.0028122  -1.16989 0.249525318 -0.0089880 0.00240
XvpH 0.0024896 0.0028122  0.8853016 0.381711451 -0.0032084 0.0081877
Xye 0.0009399 0.0028122  0.3342388 0.740086573 -0.0047581 0.0066380
XapH 0.0037041 0.0028122 1.3171636 0.195883127 -0.0019939 0.0094022
Xac -0.0160959 0.0028122  -5.7236032 1.48689E-06 -0.0217940 -0.0103979
XpHG -0.0004045  0.0028122  -0.143852 0.886397771 -0.006102  0.0052935

La figura 39 muestra el modelo simplificado resultante de la tabla 21. De acuerdo con

el modelo, tanto el volumen como la agitaciéon son negativos, esto indica que LUy

disminuye al aumentar el volumen del matraz Erlenmeyer y agitacion, por otro lado,

la concentracion de glucosa tiene un efecto positivo en la p,,5,, a medida que aumenta

la concentracion de este sustrato, aumenta la p,s,. Finalmente, la interaccion

agitacion-concentracion de glucosa tiene efecto negativo en la variable de respuesta.
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Figura 39. Modelo de regresién lineal para predecir la variable de respuesta s, A)
Coeficientes del modelo lineal de ajuste codificado y decodificado. B) Correlacién entre
los datos observados y predichos de p,sy.

En cuanto a la variable de respuesta de concentraciéon maxima de biomasa, X4, la
prueba de ANOVA indica que el modelo lineal fue adecuado para predecir la variable
de respuesta (ver tabla 22). Por otro lado, la tabla 23 y 24 muestran los parametros

del ajuste y la significancia estadistica de los efectos simples e interacciones del

modelo.

Tabla 22. ANOVA de la x,,5, de A. muscarius usado un diseno factorial 24

Fuente de variacion G.L. suma de cuadrados Cuadrado medio F P
Modelo 10 12.0776 1.2077 39.51 1.029E-19
Residuos 37 1.1310 0.0305

Total 47 13.2087
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Tabla 23. Parametros del ajuste lineal con los datos observados para x5
Coeficiente de correlacion

maultiple 0.95622792
Coeficiente de determinacién R2 0.91437183
R2 ajustado 0.89122908
Error tipico 0.17483877
Observaciones 48

De acuerdo con la tabla 24, la interseccién y los efectos simples (volumen, agitacién y
concentracién de glucosa) son estadisticamente significativos para predecir X, sin
embargo, a diferencia de p,,5,, Ninguna interaccién es estadisticamente significativa

para predecir X,y .

Tabla 24. Significancia estadistica de los parametros del modelo lineal para x4,

. .. i e Inferior Superior
Coeficientes  Error tipico Estadisticot Probabilidad 95% 95%
Intercepcién 1.82586245  0.0252358 72.35206 1.8699E-41 1.774729 1.876995
Xy -0.21006112 0.0252358 -8.323932 5.2947E-10 -0.261193 -0.158928
X4 -0.44516692 0.0252358 -17.64029 1.3377E-19 -0.496299 -0.394034
XpH -0.0022071 0.0252358 -0.087458 0.93077837  -0.053339 0.04892
Xg 0.07792516  0.0252358 3.087880 0.00381057  0.026792 0.129057
Xya -0.03503101  0.0252358 -1.388147 0.1733945 -0.08616 0.016101
XypH -0.01857895 0.0252358 -0.736213 0.4662428 -0.069711 0.032553
Xye -0.02848652 0.0252358 -1.128813 0.2662425 -0.079619 0.022646
XapH -0.02033621 0.0252358 -0.805847 0.42547975 -0.071468 0.030796
Xac -0.01940972 0.0252358 -0.769134 0.44669585 -0.070542 0.031722
XpHG 0.00822569  0.0252358 0.325953 0.74629606  -0.04290 0.059358

De acuerdo con la figura 40, una reduccién tanto del volumen de trabajo como de la

velocidad de agitacién, y un aumento de la concentracion de glucosa deben maximizar

la respuesta x,,5, dentro de los limites de este disefo.
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Figura 40. Modelo de regresién lineal para predecir la variable de respuesta Xz, A)
Coeficientes del modelo lineal de ajuste codificado y decodificado. B) Correlacién entre
los datos observados y predichos de x5y

3.5.3 Optimizacién para el crecimiento de Akanthomyces muscarius mediante

fermentacion liquida sumergida.

De acuerdo con el analisis del diseno factorial 24, se deduce que dentro de las
condiciones evaluadas (volumen: 20-60%, agitacién: 50-250 rpm, y concentracién de
glucosa: 10-40 g/L), una capacidad de volumen del 20% (50 mL en un matraz de 250
mL) y una concentracién de glucosa de 40 g/L son las condiciones m4s adecuadas para
maximizar tanto la velocidad de crecimiento especifico maximo (W) como la
concentracion de biomasa maxima (X4, ), €s decir, reducir el tiempo de fermentacién
con un buen rendimiento, en cuanto al pH, este no tuvo efecto en la fermentacion,
aunque es importante mencionar que, este factor se vuelve importante cuando no se
puede mantener controlado. Para los 16 tratamientos del diseno factorial 2k, el pH al
inicio y final del experimento se mantuvo dentro del rango +0.1, lo que corrobora que
la concentracién de 6 g/ de KeHPO4 en la formulacién es suficiente para amortiguar

los cambios del pH durante el fermento; sin embargo, la agitaciéon no presenta este
108



comportamiento lineal, la tabla 25 muestra las variables de respuesta de tres
tratamientos, el F1, corresponde a la formulacion 1 del disefio experimental
totalmente al azar, mientras que T1 y T5 corresponden a los tratamientos del diseno
factorial 24, los tres tratamientos comprende las mismas condiciones experimentales
salvo la agitacion; sin embargo, las variables de respuesta parecen indicar que este
factor no tiene un comportamiento lineal; por ejemplo, al comparar F1y T1, x,,5, no
cambia entre ellas mientras que, [, €s casi tres veces mayor en el tratamiento F1
que con el tratamiento T1. De forma analoga, Wnsix. ¥ Xmsx. SON mayores con el
tratamiento F1 que en 5, por tanto, esta tendencia no parece ser lineal sino mas bien

cuadratica.

Tabla 25. Efecto de la agitacién en el crecimiento de A. muscarius mediante FLS

Vol Agitacion pH del Glucosa Hmax Xmax Y
relativo  (pm)  medio  (g/L) (dias™) (g/L) *s
F1 20 100 5.0 £0.1 10 0.638+0.016 2.327+0.237 0.197+0.008
T1 20 50 5.0 £0.1 10 0.255+0.01 2.282+0.162 0.162+0.008
T5 20 150 5.0+0.1 10 0.147+0.010 1.542+0.122 0.148+0.020

Se realiz6 un diseno experimental de caras centradas, el cual es bueno para identificar
efectos cuadraticos y ademas para optimizacién de condiciones experimentales. Para
ello, se evaluo el efecto del volumen, agitacion y concentracién de glucosa. La tabla 26
muestra los niveles de cada uno de los factores.

Tabla 26. Niveles de los factores evaluados para el disefio de caras centradas
Nivel codificado

Variable Parametro

-1 0 +1
v Volumen relativo* (%) 20 40 60
A Agitacién (rpm) 50 100 150
G Glucosa (g/L) 10 25 40
* 20, 40 y 60 corresponden al % de volumen ocupado por el fermento en el matraz Erlenmeyer
de 250 mL.

La tabla 27 presenta los resultados de las fermentaciones del disefio de caras

centradas. El tratamiento 9 con una agitacion central de 100 rpm es el que arroja las
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variables de respuesta mas altas, seguido del tratamiento 14, que a diferencia del
anterior tiene el mayor volumen de trabajo y la concentraciéon mas alta de sustrato y
después el tratamiento 15. El aumento del volumen y agitacién al valor extremo (60%
y 150 rpm, respectivamente) son las peores condiciones para el crecimiento de

Akanthomyces muscarius en FLS.

Tabla 27. Respuestas para el crecimiento de A. muscarius bajo un diseno de caras
centradas.

Vol. Agitacién Glucosa M, (dias?) Xmax Y
relativo (rpm) (g/L) (g/L) x/s
1 20 50 10 0.259+0.032 2.296+0.188 0.148+0.027
2 20 50 40 0.338+0.053 2.322+0.166 0.116+0.020
3 20 150 10 0.148+0.040 1.509+0.326 0.150+0.016
4 20 150 40 0.138+0.021 1.542+0.285 0.141+0.013
5 60 50 10 0.226+0.024 2.291+0.223 0.143+0.017
6 60 50 40 0.304+0.033 2.414+0.212 0.097+0.028
7 60 150 10 0.099+0.040 1.079+0.269 0.078x0.013
8 0.6 150 40 0.118+0.045 1.074+0.343 0.081+0.016
9 20 100 25 0.713+0.058 5.410+0.443 0.182+0.024
10 60 100 25 0.338+0.032 2.516+0.306 0.114+0.020
11 40 50 25 0.30440.025 3.329+0.481 0.131+0.024
12 40 150 25 0.13240.024 1.871+0.368 0.09+0.021
13 40 100 10 0.407+0.025 2.560+0.314 0.187+0.026
14 40 100 40 0.603+0.097 6.454+0.367 0.181+0.036
15 40 100 25 0.5625+0.051 4.398+0.213 0.185+0.025

De acuerdo con el modelo lineal propuesto en la seccién experimental para el disefio
de caras centradas, se hizo una regresion lineal para cada variable de respuesta. En
ambas regresiones, se realizé un ANOVA (tabla 28) para estimar la significancia de
la regresion e identificar aquellos con significancia estadistica para cada variable de
respuesta. Para el caso de la velocidad de crecimiento especifica maxima, la prueba
de ANOVA indica que el modelo es adecuado para estimar 5, (P<0.05). La tabla 29
muestra los parametros de ajuste del modelo lineal con los datos experimentales con
un R2>0.8. Por otro lado, la tabla 30 indica claramente que la intersecciéon y los efectos
simples volumen, agitacién y concentracion de glucosa tienen efecto significativo en
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Umayx. (@<0.05) tal como se habia observado en el disefio factorial 24, por otro lado, el

efecto cuadratico de la agitacién tiene un efecto significativo (ver tabla 30).

Tabla 28. ANOVA de la gy, de A. muscarius usado un diseno de caras centradas

Fuente de variacion G.L. suma de cuadrados Cuadrado medio F P
Modelo 9 1.2826 0.1425 19.279 4.37E-11
Residuos 35 0.2587 0.0073

Total 44 1.5413

Tabla 29. Parametros del ajuste lineal con los datos observados para p,;, mediante
un diseno de caras centradas

Coeficiente de correlaciéon multiple 0.9122
Coeficiente de determinacién R2 0.8321
RZajustado 0.8145
Error tipico 0.0859
Observaciones 45

Tabla 30. Significancia estadistica de los parametros del modelo lineal para p, sy

Coeficientes Egg; Estadisticot Probabilidad Iné'g];)or Su;);;: or
Intercepcion 0.523530 0.0266801 19.62243 1.8123E-20 0.469366 0.577693
Xy -0.051179 0.0156972 -3.260394 0.00248173 -0.08304 -0.019312
X4 -0.079437 0.0156972 -5.060607 1.3358E-05 -0.11130 -0.047570
Xg 0.036186 0.0156972  2.305285 0.02719737 0.00431 0.068053
Xya -0.000483 0.0175500  -0.027572 0.97816007 -0.03611 0.035144
Xye 0.003476 0.0175500  0.1980738 0.84413328 -0.03215 0.039104
Xac -0.018512 0.0175500  -1.054853 0.29871979 -0.05414 0.017115
xZ 0.002960 0.0309553  0.0956266 0.92436254 -0.05988 0.065802
x2 -0.304645 0.03095563  -9.841451 1.2859E-11 -0.36748 -0.241803
x2 -0.017749 0.0309553  -0.573402 0.57003873 -0.08059 0.045092

La figura 41 muestra el modelo simplificado resultante de la tabla 30. De acuerdo con
el modelo, el volumen es negativo y coherente con lo observado en el disefio factorial
24 esto indica que p,,s,. disminuye al aumentar el volumen de trabajo. Respecto a la
agitacion, su efecto no es tan claro, pues el modelo codificado indica efecto negativo

pero el modelo decodificado indica lo opuesto; sin embargo, el efecto cuadratico de la
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agitacion incide sobre la p,,4, . Finalmente, la concentracion de glucosa tiene un efecto
positivo sobre la variable de respuesta y también es congruente con el analisis del

diseno factorial 24.
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Figura 41. Modelo de regresién lineal para predecir la variable de respuesta s, A)
Coeficientes del modelo lineal de ajuste codificado y decodificado. B) Correlacién entre
los datos observados y predichos de i,y

En cuanto a la variable de respuesta de concentraciéon maxima de biomasa, X3, la
prueba de ANOVA (tabla 31) indica que el modelo lineal es adecuado para predecir la
variable de respuesta (P<0.05). Por otro lado, 1a tabla 32 y 33 muestran los pardmetros
del ajuste y la significancia estadistica de los efectos simples, las interacciones y

efectos cuadraticos del modelo.
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Tabla 31. ANOVA de la x,,5, de A. muscarius usando un disefio de caras centradas

Fuente de variacion G.L. suma de cuadrados  Cuadrado medio F P
Modelo 9 75.25033 8.3611 9.369 4.491E-07
Residuos 35 31.23420 0.8924

Total 44 106.4845

Tabla 32. Parametros del ajuste lineal con los datos observados para x,,;, mediante
un disenio de caras centradas

Coeficiente de correlacién multiple 0.8406
Coeficiente de determinacién R2 0.7066
R2ajustado 0.6312
Error tipico 0.9446
Observaciones 45

De acuerdo con la tabla 33, la interseccién, los efectos simples (volumen, agitacién y
concentracién de glucosa) y el efecto cuadratico de la agitacién son estadisticamente

significativos para predecir X,

Tabla 33. Significancia estadistica de los parametros del modelo lineal para x4,

Coeficientes Egzz Estadisticot Probabilidad In;'(;ﬁ/ior Su;) 59;01 or
Intercepcién 4.561498 0.2931473 15.560428 2.6838E-17 3.9663781 5.1566197
Xy -0.37057 0.1724727 -2.148586 0.0386657 -0.720711 -0.020434
X4 -0.55769 0.1724727 -3.233524 0.0026678 -0.907833 -0.207556
Xg 0.407115 0.1724727 2.3604648 0.0239540 0.0569775 0.7572543
Xva -0.12329 0.1928304 -0.639420 0.5267126 -0.514766 0.2681668
Xye 0.007232 0.1928304 0.0375059 0.9702947 -0.384234 0.3986989
Xac -0.01496 0.1928304 -0.077628 0.9385659 -0.406435 0.3764975
x5 -0.638793 0.3401209 -1.878137 0.0687139 -1.329276 0.0516884
xﬁ -2.001461 0.3401209 -5.884557 1.0959E-06 -2.691943 -1.3109790
xfz; -0.094653 0.3401209 -0.278294 0.7824241 -0.785135 0.5958285

De acuerdo con la figura 42, una reduccién tanto del volumen de trabajo y un aumento
de la concentracion de glucosa deben maximizar la respuesta x,s, dentro de los
limites de este disefio; y ademas se confirma que estos factores tienen un efecto lineal,

pero respecto a la agitacion esto no es muy claro.
113



A) B) 8 T T T T E— T
7 .
Xmax (g/L) = by + byxy + byx, + byxg + '
2 —
bzng e B -
E L
w5 i
Coeficiente  Codificado Decodificado -g P o o o
s |
b 4.2681 -3.733 5 bl
0 ! T4r o |
by -0.3705 -0.01853 s - o
by -0.557 0.17243 £3r T
E AP e e »
bs 0.4071 0.02714 L eee i
bys -2.2048 -0.1792E-4 o oo "'. .
1k 4
e = 1 1 1 1 1 1
1 2 3 4 5 6 7 8

Xnax, Observados (g/L)

Figura 42. Modelo de regresién lineal para predecir la variable de respuesta xz, A)
Coeficientes del modelo lineal de ajuste codificado y decodificado. B) Correlacién entre
los datos observados y predichos de x4y

Se construyeron graficos de superficie de respuesta derivados del disefio de caras centradas, las
cuales fueron Utiles para optimizar el crecimiento de Akanthomyces muscarius en FLS. La figura
42 (A-F) muestra el efecto de dos factores manteniendo un tercero constante. La figura 42 (A-C)
representan graficos tridimensionales del volumen de trabajo vs agitacion y volumen vs
concentracion de glucosa. El color obscuro indica una alta respuesta de t,sx Y Xmax. A traves de
estas superficies se evidencio el efecto lineal de la concentracion y volumen de trabajo respecto a
las variables de respuesta; ademas, se confirma que el efecto de la agitacidn presenta una curvatura
en cuyos extremos se induce una menor respuesta para ambas variables de estudio (Umax. Y Xmax)-
De acuerdo con dichas superficies, las condiciones optimas fueron 40g/L de glucosa, 20% de

volumen de trabajo y una agitacion igual a 95 rpm.
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Figura 42. Superficies de respuesta de pUmsx ¥ Xmax pPara el crecimiento de Akanthomyces muscarius en FLS respecto
al volumen de trabajo, agitacién y concentracién de glucosa. A) y B) corresponden a las superficies de respuesta de
Hmax Y Xmax» Tespectivamente en funcién de la agitacién y volumen mientras que C) es la superficie de respuesta en
funcién del volumen y concentracién de glucosa. D), E) y F) corresponden a la vista superior de cada una de las
superficies anteriores.
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Se realizé6 la fermentacién por triplicado con las condiciones predichas por la
optimizacién (40g/L de glucosa, 20% de volumen de trabajo y una agitacién igual a 94
rpm.). La figura 43 muestra el ajuste de los datos experimentales con el modelo de
Monod y el logistico y la tabla 34 muestra los parametros para dichos ajustes. El
modelo de Monod es consistente con el rendimiento obtenido (Yy/s)
experimentalmente. Por otro lado, se observan diferencias entre ambos modelos para
estimar 4, sin embargo, en ambos modelos, y,4,. €s mayor a 0.60 dias tal como se
pronostico por el modelo de optimizacion. De manera similar, x,,4, del modelo logistico

es mayor a 5.0 g/L predicho.
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Figura 43. Ajuste de los datos experimentales de la fermentacién con las condiciones
predichas por la optimizacién mediante el modelo de Monod y logistico. A) Ajuste de
los datos con el modelo de Monod y B) con el modelo logistico.
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Tabla 34. Parametros cinéticos de ajuste para el modelo de Monod y logistico con los
datos experimentales de la fermentacion.

Parametros Modelo de Monod Modelo logistico

Uiz (dias?)  1.3219 + 0.046 1.053 +0.11
Xmax. (/L) -- 8.6015 + 0.1484
kg (g/L) 24.1942 + 1.38 -
Yess 0.211+0.0047 0.21 + 0.005%

* Parametro medido experimentalmente

Las condiciones experimentales evaluadas estan limitadas por el sistema que se
utilizé6 para realizar las fermentaciones en este caso, matraces Erlenmeyer como
recipientes de la fermentacion. El porcentaje de volumen de trabajo fue una variable
que estuvo indirectamente relacionada con la disponibilidad de oxigeno en el medio,
de acuerdo con la arquitectura del matraz, un menor volumen permite una mayor
area superficial durante la agitacion orbital, un mayor volumen, tiene menos area en
contacto con el oxigeno y, por tanto, en estos casos, la aireacion estuvo mas limitada.
Por otro lado, la agitacién es clave en este tipo de fermentaciones, particularmente
cuando la morfologia de crecimiento es en forma de pellets, una baja o nula agitaciéon
protege la estructura del micelio del pellet pero reduce la disponibilidad del oxigeno,
requerido para que pueda penetrar el pellet y evitar muerte celular en el centro de los
mismos, por el contrario, una agitacion fuerte asegura la difusiéon del oxigeno pero
compromete la estructura del micelio, el cuanto al pH, de acuerdo a los resultados del
diseno, Akanthomyces muscarius es tolerante en el rango de pH evaluado pero su
crecimiento se ve afectado a un pH<5.0; sin embargo, con la adecuada concentracion

de KoaHPOy4, es posible amortiguar el pH durante el proceso fermentativo.
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3.6 Evaluacién de los parametros cinéticos en el biorreactor batch con tecnologia

Arduino

Se llevo a cabo la fermentacion liquida sumergida de Akanthomyces muscarius en el
biorreactor batch, las condiciones de operacion fueron las siguientes: temperatura=
30 £ 0.3 °C, pH= 6 + 0.1, agitacion 100 + 10 rpm, nivel de aireacién: 2 L /min,
volumen=0.5 L, concentraciéon de glucosa inicial Cso= 40 g/Li y concentracion inicial de
biomasa x0=0.5 g/L.. Cabe mencionar que la fermentacion se realiz6 por duplicado. En
cuanto a las condiciones de control, se monitorearon la temperatura, pH y nivel de
aireacién durante todo el proceso fermentativo. La figura 44 muestra el montaje del

sistema y el crecimiento de los pellets en el recipiente del biorreactor.

Figura 44. Fermentacién liquida sumergida de A. muscarius en el biorreactor batch.
A) Montaje del sistema, B) pellets en crecimiento a los 6 dias de la fermentacién.

Al final de la fermentacién, se observaron pellets homogéneos de un tamafio menor a
los 1.5 mm de didmetro, y menos compactos que los observados en el sistema de

matraz agitado. Tampoco se observé turbidez en el medio, lo que indic6 ausencia de
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bacterias. Los pellets resultantes fueron comparados con los obtenidos mediante el
sistema de matraces agitados, la figura 45 muestra la diferencia en tamano y nivel de
compactacion; también, se observé la morfologia de los pellets en microscopio en un
aumento 40x, En la figura 45 B, se muestra un pellet en forma de semilla y
agrupandose en forma esférica y en dicho proceso, la agitaciéon mecanica promovio

roturas de micelio, iniciando nuevos pellets y formacion de conidios.

Matraz agitado

Biorreactor

l—‘—\

Figura 45. Tamaiio y morfologia de los pellets en el biorreactor batch. A) comparacién
de tamanos entre los pellets generados en un sistema de matraz agitado y en el
biorreactor. De Izquierda a derecha se muestran los pellets del sistema de matraz
agitado a 250 rpm y 100 rpm y aquellos generados en el biorreactor batch. B)
Morfologia de los pellets en el biorreactor, la primera micrografia muestra un pellet
en formacion, la segunda muestra una hoja segmentada por la agitacién mecanica y
la Gltima es una amplificacién de la anterior.
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De acuerdo con el modelo matematico descrito en la secciéon metodoldgica, se estimoé
el coeficiente de transferencia masa liquido-gas, K; 4. De acuerdo con el ajuste lineal
de los datos experimentales (concentracién de oxigeno vs tiempo) que se muestran en
la figura 46, K, ,=7.3987x104 + 5.16 s'1. Este parametro fue considerado como una de

las condiciones iniciales de ajuste para el modelo matematico de la fermentacion.

00 T T T T T

Equation ¥=a+b%x
Plot Ln .
Weight Mo Weighting

Intercept -0.16375 + 0.15699
Slope -7.39874E-4 £ 516354 -1
Residual Sum of Squa 0.76055
Pearson'sr -0 9765
R-Square (COD) 0.95356 T
Ad] R-Square 0.94891

Ln((0,"-0,)/(0,"-0)))

45 |

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Tiempo (s)

Figura 46. Estimacién del coeficiente de transferencia de masa liquido-gas (K, 4) en el
medio de cultivo a los 4 dias del proceso de fermentacién. La linea roja corresponde al
ajuste de los datos y cuya pendiente se correlaciona con K 4.

La cinética de crecimiento de Akanthomyces muscarius en el biorreactor batch se
visualiza en la figura 47 y los parametros de ajuste del modelo con los experimentales
se muestran en la tabla 35. El modelo se ajust6 a los datos experimentales con una
SSE <0.01, por lo que la propuesta de modelo es adecuada, de hecho, el perfil de la
concentracion de sustrato y la concentracion de biomasa se ajusta bien a la prediccion
del modelo. El mayor desajuste se observa en el perfil de la concentracion de oxigeno
disuelto; sin embargo, el modelo coincide en una disminucién de oxigeno disuelto que
se recupera cuando se llega a la fase estacionaria de la fermentacién. Por otra parte,

el coeficiente de transferencia de masa gas-liquido (kra), no es constante, de hecho
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esta sujeto a las condiciones del medio de fermentacién y no solo a la ingenieria del
biorreactor, por tanto, el modelo se puede ajustar para que kra sea una funcién de la

viscosidad y densidad del medio asi como de la agitacién y flujo de aire al biorreactor.

T T T 45 —8
40 17

35

0 I 1 I 2 . 3 4 I 5 6 7 8
Tiempo (dias)

Figura 47. Ajuste de los datos experimentales de la fermentaciéon con el modelo
propuesto.
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Tabla 35. Parametros cinéticos de ajuste para el modelo propuesto con los datos
experimentales de la fermentacién en el reactor batch.

Parametros Modelo
sy (dias™) 1.4134 + 0.04
ks (g/L) 5.7923 + 0.045
Yess (g g 0.3242 + 0.009
m,(g g1) 0.066 + 0.007
Ye0 (g g1 25.3236 + 1.567
kpa (s71) 5.87x104 £ 9x10°3
mo, (g g) 0.0143 + 0.0067
SSE <0.01

En cuando a los parametros de ajuste, u,4, aument6é en comparacion del sistema de
matraz agitado, posiblemente porque en ese sistema, la disponibilidad de oxigeno
estuvo mas limitado. Ademas, es coherente que ps, haya incrementado, pues la
fermentacion en el biorreactor alcanzé mas rapido la fase estacionaria en menos de 6
dias con rendimiento Y, /s superior al obtenido con el mejor tratamiento para el sistema
de matraz agitado (0.3242 = 0.009 vs 0.211+0.0047). Es importante mencionar que el
coeficiente k;, es menor en la predicciébn que en la observaciéon experimental; sin
embargo, esto respalda mas la idea de que este coeficiente no es constante y puede
variar en el transcurso de la fermentaciéon. En resumen, el biorreactor fue adecuado
para la fermentacién liquida sumergida de Akanthomyces muscarius, pues en
general, la fermentacién fue méas rapida que el sistema de matraz agitado (4, =
1.4134 + 0.04 vs 1.3219 + 0.046 dias™) con un mayor rendimiento (¥, /5= 0.3242 + 0.009
vs 0.211+0.0047). Finalmente, el biorreactor permitié la formacién de pellets mas
pequenos y menos compactos, con un tamano aproximado a 1.5 mm, lo cual es un

tamano ideal desde el punto de vista industrial.
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CONCLUSIONES

El presente trabajo se centr6 en evaluar los parametros de crecimiento de
Akanthomyces muscarius, un hongo con potencial agente de control de la roya
(Hemileia vastatrix) del café. Los resultados respecto a la caracterizacién morfolégica
y molecular corroboran tanto al género como a la especie. Se realizaron experimentos
mediante fermentacién sélida tanto en agar como en otros sustratos y se corrobord
que esta especie tiene una cinética de crecimiento lento en estos medios. En cuanto a
la fermentaciéon liquida sumergida, el disefio experimental totalmente al azar revela
que la formulacion a base de dextrosa, extracto de levadura con minerales y
micronutrientes en presencia de una alta concentracion de KH2POs permitieron
aumentar la velocidad de crecimiento especifico maximo y la concentracion maxima
de biomasa. Es importante recordar que, bajo estas condiciones, la fermentacién se
lleva a cabo mediante la formacién de pellets, los cuales son comunes en la
fermentacion de otros hongos. El tamano de los pellets es importante, si son muy
grandes, el oxigeno estara limitado en el interior y si estan muy pequenos, se corre el
riesgo de que no crezcan. De hecho, los resultados tanto del disefio factorial como el
de caras centradas corroboran que la agitacion es clave, al menos en el sistema de
matraz agitado. Una alta agitacion, destruye el micelio superficial de dichos pellets
mientras que, una agitacién suave no compromete la estructura, pero impacta
negativamente en la transferencia de oxigeno de la fase gas al liquido. Los anteriores
hallazgos explican la curvatura observada en las superficies de respuesta. En cuanto
a la fermentacién liquida sumergida en el reactor batch, se obtuvieron mayores
rendimientos Yx/s y pardmetros cinéticos mas altos (max ¥ Xmax), corroborando que
esta especie es fuertemente dependiente del oxigeno disuelto y también depende
linealmente de la concentracién de sustrato dentro del intervalo de estudio (10-40
g/L). En resumen, la mejor formulacién para el medio de cultivo liquido fue a base de

5g/Li extracto de levadura, 6 g/ de KH2PO4 mas minerales y microelementos, las
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mejores condiciones para la fermentacién liquida sumergida en matraz agitado
fueron: 28 °C, pH=5-7, 20% de volumen ocupado, 95 rpm, y 40 g/Li de glucosa, y se
construydé un reactor batch con tecnologia Arduino con control de temperatura,
oxigenacién y velocidad de agitacion mecanica. Bajo este sistema, se obtuvieron
rendimientos maximos de 0.32 g de biomasa/ g de sustrato y p,,;, de 1.4134 dias’, los
cuales fueron superiores respecto al mejor tratamiento en sistema de matraz agitado

y en fermentacién sélida (k=0.0096 dias™).
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ANEXO A: Cédigo del biorreactor de lecho empacado

1 #include <OneWire.h>

2 #include <DallasTemperature.h>

3 #include <Wire.h>

4 #include <adafruit_GFX.h>

5  #include <Adafruit_sspi3e6.h>

6  #include <SPI.h> // libreria SPI

7 #include <sD.h> // libreria para tarjetas sd

8 #define ss 10 //slave select en pin digital 1@
9 File archivo;

10 #define SCREEN_WIDTH 128

11 #define SCREEN_HEIGHT 64

12 int porcentajeHumedad=0;

13 int temp = @;

14 int sensorValue=e;

15 int ppm;

16 #define OLED_RESET -1

17  Adafruit Ssp13@6 display(SCREEN_WIDTH, SCREEN _HETGHT, &Wire, OLED RESET);
18

19

20

21 // Inicializar el sensor

22 const int onelWireBus = 2;

23 OneWire onewWire(oneWireBus);

24  DallasTemperature sensors(&oneWire);

25

26 void setup() {

27 - SENSOR DS18B20

28 sensors.begin();

29

30 e OLED

31 // Inicializacién del display OLED

32 if(ldisplay.begin(SSD1306_SWITCHCAPVCC, @x3C)) {
33 serial.println(F("No se ha detectado el display OLED"));
34 while (true);

35 }

36 display.display(); // Inicia el display OLED

37 delay(2000); // Espera 2 segundos

38 display.clearDisplay(); // Limpia el display

39 display.setTextSize(1); // Establece el tamafio del texto

40 display.setTextColor(ssD13@6_WHITE); // Establece el color del texto}

a1 Serial.begin(960@); // Inicia la comunicacién serial a 9600 baudios para imprimir resultados.
42 Serial.println("Inicializando tarjeta...™);

43 if (IsD.begin(ss)){

a4 Serial.println("fallo en inicializacion 1");

45}

46 else{

a7 archivo = sD.open("lecturas.txt", FILE_WRITE);

48 Serial.println("Inicializacion correcta™);

49 }

se  }

51

52 void loop() {

53

54 const int sensorPin = A@; // Define el pin analdgico al que esta conectado el sensor de humedad
55

56

57 [l--------- SENSOR DE HUMEDAD---------

58

59 int humedad = analogRead(sensorPin); // Lee el valor del sensor de humedad.

60 // Mapea el valor leido del sensor al rango de © a 100 (porcentaje de humedad relativa).
61 porcentajeHumedad = map(humedad, 558, @, ©, 100);

62

63 // si el porcentaje de humedad calculado es mayor que 100, establece el valor en 100.
64 if(porcentajeHumedad » 100) porcentajeHumedad = 100;

65 delay(5@0); // Espera medio segundo antes de repetir el ciclo.

66

67

68 registrasd();

6 )}

70
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107
108
109
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111
112
113
114
115
116

118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128

13e
131
132
133
134
135
136
137
138
139

void registrasd(){

Y SENSOR DS18B20
// Mandar solicitar la temperatura
sensors.requestTemperatures();
// Leer la temperatura en grados Celsius
float temperaturaC = sensors.getTempCByIndex();
// si la temperatura es valida
if (temperaturaC != -127.60) {
// Imprimir la temperatura en la consola serial
Serial.print("Temperatura: ");
Serial.print(temperaturaC);
serial.println(" °c");
} else {
// i no se puede leer la temperatura, imprimir un mensaje de error
Serial.println("Error al leer la temperatura");

}

// Esperar un segundo antes de tomar otra lectura
delay(1000);

const int sensorPinMQ = A2; // Pin analdgico al que esta conectado el sensor MQ-135

/A SENSOR MQ135--- -~~~

float sensorvValue = analogRead(sensorPinMQ); // Lee el valor analdgico del sensor

float voltage = sensorValue * (5.0 / 1023.8); // Convertir el valor leido a voltaje

float resistance = (5.0 - voltage) / voltage; // Calcular la resistencia del sensor en base al voltaje
// utilizar una curva de calibracidn para convertir la resistencia a concentracion de coz

/! Este valor debe ser ajustado segin tu sensor y entorno de trabajo

int ppm = 446 * pow(resistance, -1.2);

delay(100@); // Espera 1 segundo antes de realizar la siguiente lectura

archivo = SD.open ("lecturas.txt”, FILE_WRITE);
if (archivo){

if (archivo){
archivo.print("Humedad: ");
archivo.print(porcentajeHumedad);
archivo.print(" %");
archivo.print(", ");
archivo.print("Concentracion Co2: ");
archivo.print(ppm);
archivo.print(" ppm");
archivo.print(", ");
archivo.print("Temperatura: ");
archivo.print(temperaturac);
archivo.println(" °C");

display.clearDisplay();
display.setCursor(35,0);
display.print("MEDICIONES");
display.display();

//MQ135
display.setCursor(e,20);
display.print("co2: ");
display.println(ppm);
display.display();

/ /HUMEDAD

//display.clearDisplay();
display.setCursor(e,35);
display.print("HUMEDAD: ");
display.println(porcentajeHumedad);
display.display();

//TEMPERATURA
//display.clearDisplay();
display.setCursor(e,50);
display.print("TEMP: ");
display.println(temperaturac);
display.display();
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139
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160
161
162

display.display();
// delay(1eee);

Serial.print("Humedad: ");
Serial.print(porcentajeHumedad);
Serial.println(" %");
Serial.print("Concentracion Co2: ");
Serial.println(ppm); // Imprime el valor leido en el monitor
serial.print("Temperatura: ");
Serial.print(temperaturac);
Serial.println(™ °C");
Serial.printIn(™.....o0ivun ")

delay(1000);
archivo.close();
delay(1000);

} else {
serial.println("Error en apertura de Archivo");
delay(2000);

serial
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ANEXO B: Cédigo para el ajuste de la ecuacion de Monod en sistema de matraz

agitado

= solve_: params,

n sol.

np.array(
np.arra

np.array(

. model(params, t X_exp, pé=initial gues

opt, t_exp)

utput_file = "f
utput_file
s t

-plot(t_exp,
-plot(t_exp,
-plot(t_exp,
-plot(t_exp,
xlabel('T
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ANEXO C: Cédigo para el ajuste de la ecuacién de Monod, Consumo de sustrato y

balance de oxigeno:

1 % K oo Script Principal ----------------ooo -

2 % Datos experimentales

3 texp =1[0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8]; % Tiempo (d)

4 X_exp = [0.15, 0.31, ©.98, 2.972, 7.8, 11.691, 11.684, 11.589, 11.35]; % Biomasa (g/L)

5 S exp = [48, 39.27, 37.€1, 30.29, 13.93, .45, @.1, 0.1, 0.1]; % Sustrato (g/L)

6 0_exp = [6, 6.7, 6.2, 5.782, 4.63, 5.2, 5.3, 5.2, 5.1] / 1888; % Oxigeno (g/L)

7 data_exp = [X exp; S_exp; 0_exp];

8

9 % Parametros iniciales

10 initial_guess = [1.5, 6, ©.3, @.05, 20, 7@, ©.00002]; % [mu_max, K_s, Y_XS, m_s, Y_X0, k_La, m_0]
11

12 % Ajuste de parametros

13 options = optimoptions('lsgnonlin’, 'Display’, ‘'iter');

14 params_opt = lsgnonlin{@(params) objective_function(params, t_exp, data_exp), ...

i initial_guess, [], [], opticns);

16

17 % Mostrar parametros ajustados

18 disp('Pardmetros dptimes:’);

19 disp(params_opt);

20

21 % Resolver el modelo con los parametros optimos

22 sol = solve_model(params_opt, t_exp);

23

24 % Crear la tabla con los datos de ajuste

25 adjusted_data = [t _exp', sol(1l, :)', sol(2, :)', sol(3, :)']; % Tiempo, Biomasa, Sustrato, Oxigeno
26 adjusted_table = table(adjusted_data(:,1), adjusted data(:,2), adjusted_data(:,3), adjusted_data(:,4),
27 ‘VariablelNames®, {'Tiempe (h)', 'Biomasa ajustada (X)', 'Sustrate ajustado (5)', 'Oxigeno ajustado (0)'});
28

29 % Mostrar la tabla en la ventana de comandos

30 disp(adjusted_table);

31

32 % Graficar resultados

33 figure;

34 plot(t_exp, X_exp, 'ro', 'DisplayName’, 'Biomasa experimental (X)');
35 hold on;

36 plot(t_exp, sol(l, :), 'r-', ’'DisplaylName’, 'Biomasa ajustada’);

37 plot(t_exp, S_exp, 'go’, 'DisplayName’', 'Sustrato experimental (5)");
38 plot(t_exp, sol(2, :), 'g-', 'DisplayName’, 'Sustrato ajustado’);

39 plot(t exp, 0 exp, 'bo', 'DisplayName’, 'Oxigeno experimental (0)°);
49 plot{t_exp, sol(3, :), 'b-', 'Displaylame’, 'Oxigeno ajustado');

a1 xlabel( ' Tiempo (d)');

42 ylabel( 'Concentracidn (g/L)');

a3 title('Ajuste del modelo de fermentacidn');

a4 legend show;

45 grid on;

a6

47 A L LR T Funciones Locales ------------------------

43

43 [ function dydt = fermentation_model(t, y, params)

50 % Modelo de fermentacidn

51 ¥ = y(1); ¥% Biomasa

52 S = y(2); % Sustrate

53 0 = y(3); % Oxigeno

54 mu_max = params(1);

55 K_s = params(2);

56 Y_X5 = params(3);

57 m_s = params(4);

58 Y_XO0 = params(5);

59 k_La = params(6);

) m_0 = params(7);

61 K_o = 08.881; % Constante de saturacién del oxigeno
62 0O_sat = 8.9 / 1880; % Saturacidén de oxigeno (g/L)
63
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64
65
b6
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
8@
81

= @8.15; % Condicidn inicial de biomasa
= 48.8; % Condicidén inicial de sustrato
= 6.8 / 1880; % Condicidn inicial de oxigeno (g/L)

% Ecuaciones diferenciales con dependencia del oxigeno
mu_max * (S / (K.s +5)) * (0/ (Ko +0));

dX_dt = % Crecimiento de biomasa

dS_dt = -(1 / ¥Y_X5) * dX_dt - m_s * X; ¥ Consumo de sustrato

d0_dt = k_La * (0_sat - @) - (1 / Y_X0) *mu * X - m_0 * X; % Balance de oxigeno con m_0 X
dydt = [dX_dt; dS_dt; dO_dt];

function sol = solve_model(params, t_exp)
% Resolver el modelo de fermentacidn

[x@, 59, 09];

% Resolver el sistema de ecuaciones diferenciales

% Tasa de crecimiento

[~, ¥] = oded5(@(t, y) fermentation model(t, y, params), t_exp, y@);
sol = Y';
end

function residuals = objective_function(params, t_exp, data_exp)
% Funcidn objetivo para la optimizacién
sol = solve_model(params, t_exp);
X_pred = sol{l, :);
S_pred = sol(2, :);
0 pred = sol(3, :);

% Calcular residuos al cuadrado
residuals = [(data_exp(l, :) - X_pred)."2,
(data_exp(2, :) - S_pred).”2,
(data_exp(3, :) - O_pred).”2];
end
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ANEXO D: Cédigo biorreactor batch

1 |//BIORREACTOR

2 // 18/06/2024

3 #include <Wire.h>

4 #include <Liquidcrystal_TI2C.h>

5  #include <max6675.h>

6  #include <AccelStepper.h>

7

8 // Pines para sensores y actuadores

9 const int pinPH = Ae;

18  const int pinAcido = 32;

11 const int pinBase = 34;

12 const int pinFria = 28;

13 const int pinCaliente = 3@;

14  const int pinLedRojo = 26;

15 const int pinLedverde = 24;

16 const int pinstep = 9; // Pin STEP del driver A4988 conectado al pin 3 de Arduino
17  const int pinDir = 6;

18

19 // Crea un objeto de tipo AccelStepper

20 AccelStepper stepper(AccelStepper::DRIVER, pinStep, pinDir);
21

22 // Pines para el sensor de temperatura tipo K con MAX6675
23 const int pinso = 3;

24  const int pincs = 4;

25 const int pinsScK = 5;

26

27 /[ variables globales

28 int start = 0;

29 double setPointTemperatura = @;

30 double setPointPH = @;

31 double setPointDimmer = @;

32 unsigned long tiempoBombaAcido = 10@0; // Milisegundos
33 unsigned long tiempoBombaBase = 1@e@; // Milisegundos
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34
35
36
37
38
29
4@
41
42
43

45
46
47
48
49
5@
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83

85
86
87
88
89
e
91
92
93
94
95

unsigned long intervaloBombaPH = 66@00; // Milisegundos
unsigned long ultimaActivacionBombaAcido = @;
unsigned long ultimaActivacionBombaBase = @;

LiquidCrystal_I2C lcd(ex27, 16, 2);
MAX6675 thermocouple(pinsScK, pinCs, pinso);

unsigned long ultimaActualizacion = @;
const unsigned long intervaloActualizacion = 1e@eee; // Milisegundos

float calibration_value = 18.592; // Valor de calibracidn para el sensor de pH

int buffer_arr[1@]; // Array para almacenar lecturas del sensor de pH

unsigned long ultimoTiempolLecturaPH = @;

const unsigned long intervalolLecturaPH = 30@00; // Intervalo de 20 segundos para leer

void setup() {
Serial.begin(9600);
pinMode(pinStep, OUTPUT);
pinMode(pinDir, OUTPUT);
pinMode(pinPH, INPUT);
pinMode(pinAcido, OUTPUT);
pinMode(pinBase, OUTPUT);
pinMode(pinFria, OUTPUT);
pinMode(pinCaliente, OUTPUT);
pinMode(pinLedRojo, OUTPUT);
pinMode(pinLedverde, OUTPUT);

led.init();

lcd.backlight();
lcd.setCursor(e, @);
led.print("Bienvenido!");
delay(2000);

led.clear();
digitalWrite(pinLedRojo, 1);

stepper.setMaxSpeed(1000); // Velocidad maxima en pasos por segundo
stepper.setAcceleration(8e@); // Aceleracidn en pasos por segundo”2

void loop() {
// Leer comandos desde la interfaz
if (Serial.available()) {

String datos = Serial.readStringUntil("\n");
char comando = datos.charat(e);

if (comando == 'M") {
digitalWrite(pinLedverde, 1);
digitalwWrite(pinLedRojo, @);
start = 1;

} else if (comando == "N") {
digitalWrite(pinLedverde, @);
digitalWrite(pinLedRojo, 1);

start = 8;
} else {
analizarDatos(datos);
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94
g5
96
97
98
99
100
101
102
1e3
164
1es
106
187
1e8
109
116
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123
124
125
126
127
128
129
130
131
132
133
134
135
136
137
138
129
140
141
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151

}

}

// Controlar dimmer
if (setPointDimmer > @) {

¥

controlarAgitacion(setPointDimmer);

// Medir temperatura y pH cada 5 segundos
if (millis() - ultimaaActualizacion »>= intervaloActualizacion) {

}

ultimaActualizacion = millis();
double temperatura = thermocouple.readCelsius();
double ph_act = leerPH();

actualizarLCD(temperatura, ph act, setPointDimmer);

// Enviar datos a la interfaz C#
Serial.print(String(temperatura) + "," + String(ph act) + "\n");

if (setPointTemperatura > @) {
controlarTemperatura(temperatura);

}

if (setPointPH > @) {
controlarPH(ph_act);

}

void analizarDatos(String datos) {
if (start == 1) {
int indicel = datos.indexof(',");
int indice2 = datos.indexOf(',"', indicel + 1);

setPointTemperatura = datos.substring(e, indicel).toDouble();
setPointPH = datos.substring(indicel + 1, indice2).toDouble();
setPointDimmer = datos.substring(indice2 + 1).toDouble();

mostrarsetPoints();

}
}

void mostrarSetPoints() {
if (start = 1) {
.clear();
.setCursor(e, @);
Lprint("SP Temp:");
.print(setPointTemperatura);
.setCursor(e, 1);
.print("SP pH:");
.print(setPointPH);
delay(2000);
led.clear();

lcd
lcd
lcd
lcd
lcd
lcd
lcd

¥
}

void actualizarLCD(double temperatura, double ph, double velocidad) {
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153
154
155
156
157
158
159
16@
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182

lcd.clear();
lcd.setCursor(e, @);
led.print("T:");
lcd.print(temperatura);
led.print("C pH:");
lcd.print(ph);
lcd.setCursor(e, 1);
led.print("vel:");
led.print(velocidad);
lcd.print(™%");

}

double leerPH() {

for (int i

0; 1< 10; i++) {

buffer_arr[i] = analogRead(pinPH);
delay(30);

}

for (int i
for (int

if (buffer arr[i] » buffer arr[j]) {

j

9; 1< 9; i++) {
=1+ 1; 7 <10; j++) {

int temp = buffer_arr[i];
buffer arr[i] = buffer arr[j];
buffer_arr[j] = temp;

b
}
}

unsigned long avgval = 0;

for (int i

2; 1< 8; i++) {
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181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
21e

unsigned long avgval = @;
for (int i =2; 1 < 8; i+t) {
avgval += buffer_arr[i];

}

float volt = (float)avgval * 5.0 / 1024 [/ 6;
float ph_act = @.708%(pow( volt , 2)) - 12.07*volt + calibration_value;

return ph_act;

¥

void controlarAgitacion(double setPointDimmer) {
if (start == 1) {

// Limita la velocidad dentro de un rango seguro (ajustar segin las necesidades)
if (setPointDimmer > @ &% setPointDimmer <= 100) {
// Establece la nueva velocidad del motor
double velocidad = map(setPointDimmer, ©, 1ee, @, 1@ee);
stepper.setSpeed(velocidad);

// Continda moviendo el motor a la velocidad actual
stepper.runSpeed();

if (start == @) {
stepper.setSpeed(®);

1

void controlarTemperatura(double temperatura) {
if (start == 1) {

if (temperatura > setPointTemperatura) {
digitalwrite(pinFria, 1);
digitalWrite(pinCaliente, @);

} else if (temperatura < setPointTemperatura) {
digitalWrite(pinFria, 0);
digitalWwrite(pincaliente, 1);

} if (start == @) {
digitalWwrite(pinFria, @);
digitalwrite(pincaliente, @);

}

}
}
void controlarPH(double ph) {
if (start == 1) {
unsigned long tiempoActual = millis();

if (ph < setPointPH && tiempoActual - ultimaActivacionBombaAcido >= intervaloBombaPH) {
digitalwrite(pinacido, 1);

delay(tiempoBombaAcido);

digitalWrite(pinAcido, @);

ultimaActivacionBombaAcide = tiempoActual;

else if (ph > setPointPH && tiempoActual - ultimaactivacionBombaBase »= intervaloBombaPH) {
digitalWrite(pinBase, 1);

delay(tiempoBombaBase);

digitalWrite(pinBase, 0);

ultimaActivacionBombaBase = tiempoActualj

—

} if (start = @) {
digitalwWrite(pinBase, ©);
digitalWrite(pinAcido, @);
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