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Growth Kinetics of Aspergillus niger in Solanum tuberosum
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ABSTRACT
In this research, the growth kinetics of the fungus Aspergillus niger

in Solanum tuberosum were studied. Microbial fermentation was
carried out in a medium formulated with organic residues of
Solanum tuberosum with a humidity of 61%. Samples were taken
every other day to estimate cell growth by the dry weight method.
The kinetic parameters of the microorganism were determined
obtaining a specific growth rate of 0.016 h™! using a linear model.
The Gompertz, Logistic, Brody and Bertalanffy models were
evaluated, of which Bertalanffy and Brody were the best fit for the
data, with a coefficient of determination (R?) of 0.994 in both
models.
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RESUMEN
En esta investigacion se estudio la cinética de crecimiento del hongo

Aspergillus niger en Solanum tuberosum. Se realiz6 la fermentacion
microbiana en un medio formulado con residuos organicos de
Solanum tuberosum con una humedad del 61%. Se tomaron muestras
cada dos dias para estimar el crecimiento celular por el método del
peso seco. Los pardmetros cinéticos del microorganismo fueron
determinados obteniendo una tasa especifica de crecimiento de
0,016 h~! utilizando un modelo lineal. Se evaluaron los modelos de
Gompertz, Logistico, Brody y Bertalanfty, de los cuales Bertalanffy
y Brody fueron los que mejor se ajustaron a los datos, con un
coeficiente de determinacion (R?) de 0,994 en ambos modelos.
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1. INTRODUCCION

En el mundo se producen cerca de 1600 millones de toneladas por afio de residuos solidos,
los cuales generan graves problemas en relacion con el medio ambiente y el manejo
economico. Son muy pocas las industrias que implementan tecnologias para la reutilizacion
de los residuos generados del procesamiento de frutas y vegetales, ya que los consideran de
un bajo valor comercial lo que repercute en que sean eliminados en las aguas industriales,
o encaminados hacia la alimentacion animal sin pretratamiento (Torres, 2013).

La papa (Solanum tuberosum) se consume de forma frecuente en los hogares ecuatorianos,
especialmente la variedad Superchola, sus residuos contienen proteinas, carbohidratos,
potasio y vitamina C, lo que favorece a los procesos fermentativos al adicionar
microorganismos (Waglay et al., 2019).

Aspergillus niger es un hongo que se encuentra alrededor del mundo, este microorganismo
es utilizado en la biodegradacion de desechos industriales y para la elaboracion de enzimas
necesarias en la fabricacion de productos comestibles (Cueva, 2017).

En la fermentacion, los hongos son los microorganismos de eleccion, debido a que de forma
natural crecen sobre materiales sélidos, poseen sistemas enzimaticos completos y ademas
presentan alta capacidad de adherencia y penetracion en las particulas del sustrato, por lo
que la estructura micelar de los hongos filamentosos les confiere ventaja frente a otros
microorganismos (Nout, 2014).

La biotecnologia microbiana permite la creacion o modificacion de productos o procesos,
con el fin de obtener productos de interés para el ser humano (Arguero, 2014).
Actualmente, es posible representar los procesos microbioldgicos mediante modelos
cinéticos, los cuales pueden describir el comportamiento de la producciéon de biomasa,
metabolito o consumo de sustrato. Los pardmetros cinéticos de crecimiento microbiano son
las herramientas bésicas para escalar los procesos biotecnologicos evaluados en el
laboratorio, debido a que permiten predecir el desarrollo de la fermentacion y evaluar los
rendimientos, asi como las productividades en los procesos (Zapata et al., 2005).

El estudio de los bioprocesos ha permitido optimizar los requerimientos energéticos y los
tiempos de produccidn, para poder obtener el metabolito de interés a partir de diversos tipos
de sustratos, tanto simples como complejos con costos de produccion bajos (Calderdn,

2017).
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En esta investigacion se estudio la cinética de crecimiento del Aspergillus niger en Solanum

tuberosum, con el objetivo de obtener un modelo cinético en un medio formulado con una

humedad del 61% (Apunte et al., 2019).

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Proceso de fermentacion

En el proceso fermentativo se utilizaron las condiciones experimentales y la formulacion
del medio obtenidas a partir de las investigaciones de Apunte et al. (2019), el medio estuvo
compuesto por harina de céscara de papas a una humedad del 61%. El microorganismo
Aspergillus niger aislado de sustrato orgdnico de limdn, caracterizado macroscopica y
microscopica, se inoculd a una concentracion de 6 X 10* células/ml en un volumen de 300
ml de medio. Se incubd a una temperatura de 30 °C utilizando un agitador incubador orbital
(Ivymen sistema Shaker) a una velocidad de agitacion de 130 rpm durante 12 dias. Se
tomaron muestras por triplicado cada dos dias para estimar la concentraciéon de biomasa
mediante peso seco celular utilizando una centrifuga (Rotina 380- Hettich Zentrifugen), a
la velocidad de centrifugacion de 4000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido
se desecho, el pellet se seco utilizando la estufa (MEMMERT NUT-004X) por 24 h.
Transcurrido el tiempo se peso y se calculd la concentracion celular a partir de la division
entre el peso del sedimento y el volumen de cultivo utilizado. Se realiz6 una curva de
crecimiento celular a partir de los valores obtenidos de concentracion de biomasa en el

tiempo de cultivo (Prescott et al., 2002).

2.2 Determinacion de los parametros cinéticos en el proceso fermentativo

El valor de la tasa especifica de crecimiento (u) se determiné a partir de la pendiente de la
curva logaritmica de la concentracion de biomasa contra el tiempo en la region de
crecimiento exponencial. Se determind el tiempo que tarda en duplicarse la poblacion o
tiempo de generacion (g) a partir de la division entre 0,693 y la tasa de crecimiento (Prescott

et al., 2002) (Madigan y Martinko, 2010).

2.2.1 Modelos matematicos usados para el estudio cinético

Se compar6 la aplicacion de diferentes modelos sigmoidales a los datos experimentales
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obtenidos del crecimiento del Aspergillus niger en los tiempos: 0, 2, 4, 6, 8, 10 y 12 dias del
proceso fermentativo. Se realiz6 un analisis de regresion con los modelos: Logistico, Von

Bertalanffy, Brody y Gompertz (Tabla 1) (Castro et al., 2008).

Tabla 1. Modelos predictivos utilizados.

Modelo Expresion

Logistico N (t) = ——m8—

s ®=7 FBe i
— _ o—ult-t

Von Bertalanfty N =A-e )

= — —ut

Brody N(t)=A(—-Be™)

Gompertz N() = Ae—Be ™™

N (t): concentracion celular en funcion del tiempo (g/ml)
t: tiempo de incubacion (h).

A: concentracion celular inicial (g/ml)

B: diferencia entre la concentracion celular inicial y final

u: tasa de crecimiento (h™!)

Se procedi6 a evaluar los modelos cinéticos para identificar cual es el que mejor se ajusta a
los datos experimentales y con cual se obtiene el mejor valor del coeficiente de

determinacién (R?).

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Determinacion de los parametros cinéticos en el modelo lineal

En la Figura 1 se presenta la curva de crecimiento del Aspergillus niger, elcultivo comienza
con la fase de crecimiento exponencial cercano a la inoculacion hasta los 2 dias, en esta fase
la sintesis de todos los constituyentes celulares se incrementa a una rapidez constante, de tal
forma que la poblacion de células se duplica y la velocidad de crecimiento es maxima

(Méndez, 2013).
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Figura 1. Curva de crecimiento del Aspergillus niger.

A partir de los 2 dias se observo la fase estacionaria, en esta fase, el crecimiento puede estar
ocurriendo, pero estd equilibrado por la rapidez de muerte o lisis celular, la velocidad
especifica de crecimiento es cero, esto no quiere decir que las funciones biosintéticas hayan
finalizado, sino que la energia proporcionada por el sustrato se destina hacia el
mantenimiento celular (Ferrer et al., 2019).

A'los 10 dias comenz6 a observarse un ligero descenso de la concentracion celular, es decir
el cultivo entr6 en la fase de muerte en donde el nimero de células que mueren aumentan.
La pendiente de esta fase puede ser mas o menos pronunciada de acuerdo con el tipo de
microorganismo, pueden presentarse pendientes menos bruscas cuando el microorganismo
presenta alguna forma de resistencia en este caso las esporas (Pérez et al., 2016). El método
utilizado para la estimacion de la concentracion celular en este trabajo determina el peso
seco, el mismo es directo y determina la masa celular, aunque no es muy sensible ya que no
diferencia entre las células vivas y muertas, sin embargo, es de utilidad en el crecimiento de
hongos (Prescott et al., 2002)

Meéndez, (2013) observd que Aspergillus niger alcanzé el maximo valor de crecimiento a
las 48 horas y el decrecimiento de la biomasa a las 192 horas. Al comparar estos resultados
bibliograficos con los obtenidos en esta investigacion se pudo observar que el tiempo de la
fase de crecimiento exponencial es el mismo, mientras que el de la fase de muerte es
diferente. Las poblaciones microbianas pocas veces conservan un crecimiento exponencial
prolongado, esto es debido a que casi siempre el crecimiento se encuentra limitado por el
agotamiento de nutrientes o por la acumulacion de productos del metabolismo microbiano

y como consecuencia, el crecimiento disminuye, hasta detenerse en un determinado tiempo.
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En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos de los parametros cinéticos del
crecimiento de Aspergillus niger, obteniendo un valor de u = 0,016 h~! y un tiempo de
duplicacién de 43,08 h.

Tabla 2. Parametros cinéticos del microorganismo en el medio optimizado.

Parametros cinéticos | Medio Optimizado

u (horas™) 0,016

ty (horas) 43,08

Segun de Castro et al., (2011), la velocidad especifica para hongos como Aspergillus niger
se encuentra entre 0,0101 h™1 y 0,1213 h™1, por lo que el valor obtenido en el presente
trabajo se encuentra dentro de este rango.

Cueva, (2017) realiz6 la produccion de a-amilasas a partir de la fermentacion de Aspergillus
niger para su empleo en procesos de panificacion utilizando como sustrato almidon de trigo,
optimiz6 las condiciones de cultivo obteniendo la mayor produccion de biomasa a una
velocidad especifica de crecimiento de 0,011 h™' y un tiempo de duplicacién de 61,23 h,

siendo muy similares a los obtenidos en esta investigacion.

3.2 Modelos matematicos usados para el estudio cinético

Los datos generados durante el crecimiento de organismos vivos requieren del uso de
modelos matematicos adecuados que permiten representarlos con pocos parametros, de tal
modo que se obtenga un buen ajuste y que los parametros muestren las caracteristicas del
crecimiento. Los bidlogos estudian los modelos de crecimiento de Gompertz, Richards,
Logistico, Brody, Bertalanffy y Monod porque tienen un sentido biologico; estos son
modelos que se obtienen a partir de consideraciones sobre la forma del crecimiento (Villegas
et al., 2019).

A partir de los datos experimentales recolectados se aplicaron las ecuaciones de los modelos
cinéticos (Gompertz, Logistico, Brody y Bertalanftfy), obteniendo que los modelos de Von
Bertalanffy y Brody fueron los que mejor se ajustaron a los datos de esta investigacion, con
un coeficiente de determinacion (R?) de 0,994 en ambos modelos (Tabla 3 y 4) y con valores
de 0,416 h! en la tasa especifica de crecimiento. Estos resultados fueron obtenidos

empleando los softwares de calculo Wolfram Mathematica 11.1 y OriginLab v8.5.
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Tabla 3. Modelo de VVon Bertalanffy.
No. | Valor | Error | Valor | Error | Valor | Error 2 r? Suma
A A n T to to Red’ﬁcido ajustado | cuadratica
de residuos
9 | 0,79 | 0,013 | 0,416 | 0,033 | -0,979 | 0,107 | 1,89x10* 0,994 0,00114

Tabla 4. Modelo de Brody.

No.

Valor | Error | Valor | Error | Valor | Error r2 Suma

2
A A B B n n Redﬁcido ajustado | cuadrética
de residuos
9 | 0,796 | 0,013 | 0,666 | 0,016 | 0,416 | 0,033 | 1,89x10* | 0,994 0,00114

Gomez et al., (2017) modelaron la cinética de crecimiento de biomasa fungica utilizando
tres modelos: Gompertz, Von Bertalanffy y Logistico para los valores obtenidos por
espectrofotometria, resultando que el modelo de Von Bertalanffy fue que el que se ajusté de
manera sobresaliente a los valores experimentales similar al obtenido en este estudio.

Se compararon varios modelos sigmoidales para el crecimiento de Lactococcus lactis subsp.
lactis en leche estéril de bufala, resultando que con el modelo Logistico se obtuvo una tasa
de crecimiento (0,6567 h'') similar al determinado en este estudio (0,768 h-1) (Tabla 5)
(Castro et al., 2008). Ademas, el modelo logistico presentd el mejor ajuste en el crecimiento

de S. boulardii en leche (Chambi y Torres, 2021)

Tabla 5. Modelo logistico.

No.

Valor | Error | Valor | Error | Valor | Error I2 Suma

2
A A B B u n Redlicido ajustado | cuadratica
de residuos
9 | 0,765 | 0,014 | 1,698 | 0,18 | 0,768 | 0,086 | 5548x10*| 0,982 0,00333

En esta investigacion la cinética de crecimiento no se ajustd a los modelos de Gompertz y
Logistico, sin embargo, estos fueron utilizados para estudiar la cinética de crecimiento de
Synechococcus sp. PCC 7002 en medio liquido por Colorado, (2018). Ademas, el modelo
de Gompertz fue utilizado por Ferrer et al., (2019) para ajustar el crecimiento de Pleurotus
ostreatus en fermentacion sumergida para utilizar en la extraccion de fenolicos, con la
aplicacion de este modelo se obtuvo una tasa especifica de crecimiento de 0,588 h™! mayor

al obtenido con los modelos de Von Bertalanfty y Brody (Tabla 6).
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Tabla 6. Modelo de Gompertz.
No. | Valor | Error | Valor | Error | Valor | Error %2 r2 Suma
A A B B n n Reducido | ajustado | cuadratica
de residuos
9 | 0,776 | 0,013 | 1,040 | 0,057 | 0,588 | 0,054 | 3,361x10*| 0,989 0,00202

Se puede concluir en este trabajo que el modelamiento matematico de la biocinética
demostrd ser de utilidad para la simulacion del proceso de fermentacion al describir el

crecimiento de la biomasa producida por Aspergillus niger.
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