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Resumen

En esta actualizacion del estado del arte se presenta una revision sobre las alternativas biotecnologicas esta-
blecidas por los diferentes investigadores a nivel mundial, utilizando la fermentacion en estado solido (FES), para
el aprovechamiento de desechos agroindustriales. Se discuten los aspectos biotecnoldgicos, mediante la descrip-
cion de los diferentes sustratos usados, las caracteristicas de los microorganismos inoculados, los aspectos de dise-
flo de ingenieria bioquimica de los biorreactores y los principales productos de la bioconversion desarrollados hasta
el presente. Las tendencias de las investigaciones futuras seran hacia la consolidacion de la fisiologia microbiana
de cultivos puros y mixtos de hongos en sustratos tratados y su incidencia en el disefio de biorreactores eficientes,
en los cuales se resuelvan las limitaciones de la dindmica de flujo de calor, masa y cantidad de movimiento de los
compuestos quimicos involucrados en el bioproceso.

Palabras claves: Fermentacion, estado solido, biotecnologia, desechos agroindustriales, ingenieria bioquimica.
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Solid state fermentation: A biotechnological
alternative for exploitation of agroindustrial wastes

Abstract

In this review the authors present a revision on the biotechnological alternatives developed using solid
state fermentation for the exploitation of agro industrial waste materials. Moreover, the biotechnological aspects
involved are discussed, by describing the different substrates used in SSF, the characteristics of the microorganisms
inoculated, the design of bioreactors as well as the main bioconversion products developed to this day. Future re-
search should focus on the physiology of pure cultures and mixtures of fungi used in substrates and its effect on the
design of efficient bioreactors. This would result in the solving of problems concerning movement of the chemicals
involved in the bioprocess and heat and mass transfer.

Key words: Fermentation, solid state, biotechnology, agro industrial waste materials and biochemical en-
gineering.

Introduccion

El desarrollo de la biotecnologia, en sus diferentes periodos se basa en los bioprocesos, dentro de
los que destaca la fermentacion en estado solido (FES) como la técnica para promover el crecimiento
microbiano y produccion de metabolitos de interés en la industria lactea,en la industria de cosecha de
champifiones, en bioprocesos de compostaje para produccion de abono orgénico y de ensilaje para con-
servar cereales y utilizarlos en €pocas de sequia [1, 2, 3,4 ].

Los bioprocesos implementados se han llevado a cabo bajo dos modalidades de uso del oxigeno,
de manera aerdbica y anaerdbica, dependiendo de las vias metabolicas y fermentativas utilizadas por
los microorganismos para su crecimiento y para la formacion, mediante reacciones bioquimicas, de los
compuestos quimicos de interés en dicho bioproceso.

De las cuatro grandes areas cientificas acopladas para llevar a cabo un proceso biotecnologico
(Microbiologia, Bioquimica, Genética e Ingenieria Quimica), la Ingenieria Quimica juega un rol funda-
mental al escalar los resultados de experiencias a nivel de laboratorio al disefio a nivel industrial, median-
te la implementacion de los fendmenos de trasferencia de masa, calor y cantidad de movimiento, en las
operaciones unitarias utilizadas para los pre y post-tratamientos necesarios para la realizacién de los bio-
procesos en los biorreactores y la posterior purificacion para la obtencion de los productos deseados [5 |.

Sobre las tecnologias en estado solido existen diferentes concepciones entre los investigadores:
cuando se realiza utilizando un sustrato natural o un sustrato inerte como soporte solido se refiere a
fermentacion en estado solido. Ahora bien, si el sustrato utilizado sirve como fuente de carbono y otros
nutrientes a los microorganismos utilizados, se le conoce como fermentacion de sustrato solido (FSS)
y cuando la fermentacion ocurre en una capa de liquido pequena, la cual se encuentra por encima de la
superficie del sustrato, se designa como fermentacion superficial (FS) [6].

En lo que si se tiene una distincion fundamental al referirse a las caracteristicas operacionales, es
entre la fermentacion sumergida y la fermentacion en estado sélido, en cualquiera de sus modalidades.
La fermentacion sumergida se encuentra altamente desarrollada en los aspectos de disefio de biorreacto-
res, control del proceso y cinética microbiana, teniendo su fortaleza en los bioprocesos con bacterias y
levaduras (modificadas o no genéticamente) en medios definidos o complejos.
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Sin embargo, se presentan serias limitaciones en cuanto a los grandes volumenes de agua utili-
zados y los bajos rendimientos cuando se usan hongos en las aplicaciones industriales en fermentacion
sumergida. Por otro lado, la FES, aunque tiene debilidades en lo relativo al disefio de biorreactores,
dindmica de flujo, transferencia de calor, transferencia de masa del oxigeno y de gases producidos du-
rante la fermentacion, disponibilidad de agua y oxigeno, control del proceso y medida de variables ope-
racionales; tiene grandes fortalezas en relacion a la utilizacion de medios s6lidos complejos, manejo de
volumenes menores de agua, desarrollo microbiano en su ambiente natural y alta productividad [7,8,9].

Presentar una revision sobre aspectos fundamentales de la FES, como herramienta biotecnologica
para el aprovechamiento de desechos agroindustriales, es el objetivo de este trabajo.

Sustratos

Los desechos agroindustriales tienen caracteristicas fisicoquimicas adecuadas para utilizarse como
sustratos en los bioprocesos de FES. Su composicion quimica caracterizada por la presencia de polisa-
caridos como celulosa y hemicelulosa, es de importancia fundamental como fuente de carbono para los
microorganismos. Sin embargo, la presencia de la lignina representa un factor perturbador en la disponi-
bilidad de esos polisacaridos para el desarrollo microbiano, ya que es un sustrato recalcitrante formada
por polifenoles [10,11,12]. Debido a esto, se ha incrementado el area superficial para el desarrollo mi-
crobiano, modificando el tamaiio de particula mediante pretratamiento mecanico y la accesibilidad a la
fuente de nutrientes mediante pretratamientos quimicos y enzimaticos [1,11,13].

Como sustrato ideal para la FES se considera aquél que provea a los microorganismos de todos
los nutrientes necesarios para el metabolismo celular y fermentativo. Por otro lado, si alguno de los nu-
trientes no se encuentran en niveles adecuados, es necesario utilizar un suplemento como fuente externa
del mismo) [1].

La seleccidon de un desecho agroindustrial para usarlo como sustrato depende de los siguientes
factores: costo, disponibilidad en cantidades adecuadas para justificar una aplicacion industrial y posibi-
lidad de almacenamiento sin causar deterioro morfoldgico y microbiolégico [7,23].

Entre los sustratos mas utilizados en FES se encuentran: bagazos de yuca [7], cafia de azticar
[14], naranja, manzana, uva [1,4,11,15,16], aceituna y tomate [6]; cascarilla y pulpa de café [2,3,17];
salvado de trigo, paja de arroz, paja de trigo, harina de trigo, harina de maiz, escobajo de uva [18,19,20];
torta del prensado en la produccion de aceite [6]; desecho generado en la produccion de vinagre [21];
okara (residuo generado en la preparacion de queso de soya) [22].

En Venezuela, el bagazo de cafa de azucar, la pulpa de café y el escobajo de uva son los dese-
chos agroindustriales mas utilizados en FES, para la produccion de abono organico, ensilaje, alimento
para animales y solucion nutritiva para cultivos hidropénicos [1,2,3,4,12,17,19,24]. Puesto que, el bajo
contenido de cenizas y la alta capacidad de retencion de agua les da ventajas comparativas a los bagazos
de yuca y de cafa de azlicar respecto a otros sustratos como paja de arroz y trigo. Sin embargo, el ba-
gazo de yuca tiene ventajas en relacion al de la caia de azucar, debido a que no necesita ninglin tipo de
pretratamiento para su uso como sustrato en FES [7].

Aspectos Biotecnologicos

Los aspectos biotecnologicos mas importantes a considerar para el disefio de los biorreactores uti-
lizados en FES son: los microorganismos involucrados, la humedad y actividad de agua, la temperatura y la
trasferencia de calor, biomasa y cinética de crecimiento, trasferencia de masa y el modelamiento matematico.
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Microorganismos

En la FES, los microorganismos utilizados principalmente son cepas puras de hongos filamen-
tosos, cultivos mixtos de hongos con cepas modificadas genéticamente (para trabajar en simbiosis) y
cultivos mixto de cepas autoctonas aisladas de los sustratos utilizados.

Entre las cepas de hongos utilizados en FES los géneros mas comunes son: Aspergillus [9,15,23,25],
Rhizopus [10], Trichoderma [26], Penicillium [18,27], Gliociadium [28], Saccobolus [29], Pleurotus
[30], Phanerochaete [28] y Coriolus [7].

Pandey [20] utilizando un cultivo mixto de Aspergillus ellitpticus y Aspergillus fumigatus, logrd
mejorar la actividad hidrolitica y la produccion de B-glucosidasa al comparar el desempeio de cada cepa.

Por otro lado, Pandey et. al.[28] utilizaron cepas de un mutante de Trichoderma reesei con una
cepa de Pleurotus sajor-caju, obteniéndose un incremento en la concentracion enzimatica de celulasa.
También se ha utilizado un cultivo mixto de Trichoderma reesei 'y Aspergillus phoenicus para aumentar

la produccion de la enzima xilanasa, respecto a la que se obtiene cuando se usan por separado [7].

Actividad de agua

La actividad de agua (a ) del sustrato tiene una participacion muy importante en la actividad mi-
crobiana, al ser el factor clave para permitir el tipo de microorganismo a desarrollarse en dicho sustrato.
El motivo de dicha relevancia se ha atribuido a que la actividad de agua es un parametro fundamental
para la transferencia de masa del agua y los solutos a través de la pared celular. Por consiguiente, el con-
trol de este parametro se puede usar para modificar la produccién metabolica de los microorganismos
[31].

El papel del agua en los procesos de FES es muy variado, al ser el componente principal de la
biomasa, sirviendo como fase para difusion de las enzimas y los nutrientes, al mismo tiempo que per-
mite el intercambio gaseoso. Una humedad elevada en el sustrato (>60%), causa una disminucion de la
capacidad de accion de los poros del sustrato, dificultando la difusion del oxigeno. Por el contrario, una
baja humedad (<30%) no permite un crecimiento adecuado del microorganismo ni una disponibilidad
importante del sustrato [28].

Temperatura y transferencia de calor

Los hongos filamentosos que se utilizan en los procesos FES son, por lo general, mesoéfilos y cre-
cen a temperaturas 6ptimas entre 29 y 35 °C. Sin embargo, la produccion de calor metaboélico durante el
proceso causa un aumento significativo de la temperatura y si este calor no se elimina rapidamente del
medio de cultivo, puede limitar seriamente el crecimiento microbiano. Las estrategias para controlar la
temperatura y la humedad se centran en la optimizacion de la aireacion y la evaporacion del agua [32].

El crecimiento de hongos y la produccion secundaria de metabolitos en FES, son influenciados por
la temperatura y los procesos de transferencia de calor en el lecho del sustrato. Durante FES se genera
una gran cantidad de calor , la cual es proporcional a las actividades metabolicas de los microorganismos.
Sin embargo, los hongos pueden crecer a una temperatura Optima diferente a la temperatura requerida
para la formacion de productos metabdlicos [20].

Los sustratos utilizados en FES tienen conductividades térmicas bajas, lo que disminuye la eli-
minacion del calor e incrementa su acumulacion. Por consiguiente, la mayoria de la investigaciones
se orientan hacia la optimizacion del aumento del flujo de calor desde el interior del sustrato hacia los
alrededores [7].
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Biomasa y cinética de crecimiento microbiano

La determinacion de la biomasa y el seguimiento de la cinética de crecimiento de los hongos
filamentosos, son los aspectos biotecnologicos que de manera fundamental diferencian la fermentacion
sumergida de la fermentacion en estado so6lido. Para la fermentacién sumergida, en la cual se utilizan
principalmente bacterias y levaduras, la determinacion de la biomasa y la caracterizacion de la cinética
de crecimiento, se realizan por métodos colorimétricos y de separacion mecanica de la biomasa por fil-
tracion y centrifugacion, debido a que ésta no penetra el sustrato, como en el caso de la FES, en la cual
se forma una estructura inseparable entre el sustrato y los microorganismos [1].

Entre los métodos utilizados para determinacion de biomasa en FES se encuentran: filtracion por
membrana, determinacion de la velocidad de respiracion del microorganismo, espectroscopia infrarroja
de reflectancia, cambios en glucosamina, ergosterol o azlicares totales en la composicion quimica del
hongo y determinacion de la concentracion del CO, producido o de la concentracion del O, consumido
por los microorganismos [7, 11, 20].

Transferencia de masa

En la FES la transferencia de masa se evidencia en dos niveles: microescala, la cual engloba la
difusion de O, y CO,, produccion de enzimas, absorcion de nutrientes y formacion de metabolitos; y ma-
croescala, la cual incluye flujo de aire a través del sustrato, tipos de sustrato, mezcla del sustrato, disefio
del biorreactor, espacio entre particulas y variacion en el tamano de las particulas [6].

En FES las hifas de los hongos forman una masa en la superficie del sustrato y penetra el mismo
mediante la secrecion de metabolitos secundarios y enzimas [7].

Los gradientes de concentracion entre particulas, debido al consumo de nutrientes en combinacion
con limitaciones en la transferencia de masa, tiene un efecto marcado en la eficiencia y velocidad del
proceso [20].

En el caso del FES aerdbico, el desarrollo del proceso es afectado por la limitaciones en la dispo-
nibilidad de oxigeno. Debido a que el crecimiento del micelio se lleva a cabo en la superficie sélida y en
el area vacia dentro del sustrato, el consumo de oxigeno se realiza en la interfase entre las particulas del
sustrato y las hifas del micelio del hongo. El modelamiento del transporte de oxigeno entre el agua y las
hifas del hongo se lleva a cabo considerando las hifas del hongo como una biopelicula de organismos
unicelulares [19].

La transferencia de oxigeno depende del area superficial interfacial gas-liquido y del espesor de
la capa hiimeda de las hifas del hongo. Estos dos factores juegan un rol importante para la difusién con-
vectiva del oxigeno en el proceso FES. Similarmente a la transferencia de oxigeno, la difusion de CO2
se lleva a cabo desde las hifas del hongo a través del area vacia del sustrato sélido [14].

Las enzimas secretadas por las hifas del hongo actian sobre el sustrato organico complejo convir-
tiéndolo en fuente de carbono simple, el cual es usado por el hongo para su crecimiento y desarrollo [1].

Modelos matemadticos

El disefio 6ptimo y la operacion de biorreactores en fermentacion en estado sélido dependen fun-
damentalmente del uso de las herramientas conocidas como modelamiento matematico. Estos modelos
involucran dos aspectos, principalmente: la influencia de los parametros del proceso en la cinética de creci-
miento microbiano y los fendmenos de trasporte de masa y calor llevados a cabo dentro del biorreactor [8].

Los modelos cinéticos dependen del tamafio de particula, la densidad de empaque, la velocidad
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de respiracion, tamafio del poro de la particula de sustrato, profundidad de penetracion del micelio del
hongo dentro del sustrato y el contenido de agua del lecho de sustrato. Los modelos de transporte depen-
den de la velocidad de crecimiento del hongo, velocidad de flujo de aire a través del lecho de sustrato,
altura del lecho y la velocidad del proceso de remocion de calor [32].

Disefno de biorreactores

En los procesos de fermentacion en estado solido, los biorreactores representan los ambientes
fisicos en los cuales se desarrollan los microorganismos responsables de transformar el sustrato. Los as-
pectos biotecnologicos mencionados anteriormente, representan los factores a considerar para el disefio
de estos equipos de ingenieria de manera eficiente.

Los biorreactores se clasifican en: biorreactores a pequefia escala o de laboratorio y biorreactores
a gran escala o escala industrial.

En la Tabla N° 1 se presentan los diferentes biorreactores que se han disefiado y puesto en funcio-
namiento a escala de laboratorio para realizar investigaciones en FES. Estos se han desarrollado prin-
cipalmente considerando la dindmica de flujo en los lechos empacados, mediante conveccion forzada a
través del lecho del aire necesario para el metabolismo celular e incrementando las dimensiones de la
geometria cilindrica (Columna, Zymotis, Growtek). Por otro lado, existen biorreactores en los cuales la
dindmica de flujo se establece mediante el uso de la rotacion de tambores perforados, con o sin bafles,
para incrementar la transferencia de calor hacia el exterior del biorreactor y adicionalmente el mezclado
(Tambor rotatorio perforado) [6,20,28,33,34].

Tabla N°1. Biorreactores a escala de laboratorio usados en FES

Tipo de biorreactor Aspectos relevantes Referencia

Columnas de vidrio con diferentes diametros y diferentes
alturas del material solido.

Las columnas de vidrio de 22mm de diametro y 210
mm de alto, rellenas con 20 g de material sélido pre-
inoculado, colocadas en un bafio termorregulado de
Columna aguay con un flujo de aire saturado con aguade 5 L/h a [6,28]
través del material solido, se utilizan para la produccion
de glucoamilasa a partir de una cepa pura de Aspergillus
niger, con bagazo de cana de azlcar y desecho de yuca

como sustrato.

Para el mezclado del sustrato sélido en envases

Tambor perforado rotatorio horizontales por rotacion (con o sin bafles). En este caso [33]

el calor producido es minimizado.
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Zymotis

Son modificaciones de los biorreactores de lecho
empacado con platos internos, por los cuales circula

agua a la temperatura optima.

[34]

Growtek

Este tipo de biorreactor tiene un envase cilindrico de
11,3 cm de diametro y 16 cm de altura. Dentro del
biorreactor existe un flotador, con un drea de 72 cm?, con
una base perforada. La fermentacion del sustrato sélido
inoculado se lleva a cabo encima del flotador. Mientras
se mantiene una solucion liquida de sales debajo del
flotador. Los productos formados durante el proceso de

fermentacion drenan al medio liquido

La Tabla N°2, presenta una recopilacion de biorreactores a gran escala que se han disefiado y
puesto en funcionamiento a nivel comercial.

Tabla N°2. Biorreactores a escala industrial usados en FES

Biorreactor

Aspectos relevantes

Referencia

Koji

Son biorreactores de bandejas (madera, plastico, metal).
Las bandejas se arreglan verticalmente introduciéndolas
en una camara con control de temperatura y circulacion
de aire. La ventaja de este disefio es que se facilita el
escalamiento aumentando el numero de bandejas,
pero la desventaja se establece en las dificultades de

esterilizacion y el uso de grandes espacios.

(7]

PlaFractor™

Biorreactor disenado en Biocon, India, en el cual se
reemplazan las bandejas, el cuarto de incubacion y los
mecanismos de extraccion en los procesos de cultivos

con bandejas semi-automaticas, por un equipo compacto.

[22]
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Lecho empacado Son modificaciones de los biorreactores de columnas a [35]
escala de laboratorio. En este caso, una malla en el fondo
del cilindro vertical se usa para sostener el sustrato,
permitiendo el paso de aire por conveccion forzada
a través del lecho estatico. El calor producido en la
columna se minimiza aumentando la humedad del aire
que entra al reactor. La caida de presion en el lecho es
un factor a tomar en cuenta por la presencia de canales

en el lecho.

Tambor rotatorio Son biorreactores en donde el sustrato es mezclado con el [37,42]
microorganismo por rotacion, la cual puede ser continua
o intermitente dependiendo de la altura del lecho y de
la velocidad de rotacion. Algunos factores criticos que
afectan el funcionamiento de estos biorreactores son:
tipo del sustrato, altura del lecho, fisiologia del hongo y
el tamafio de las particulas del sustrato. La incorporacion

de bafles mejora el funcionamiento de estos equipos.

Lecho fluidizado En este caso el sustrato es fluidizado por el flujo de [37]
aire por la parte de abajo. La columna del equipo es
suficientemente grande para permitir la expansion del
lecho. En el tope la columna se ensancha para separar
el solido de la corriente de aire. El mantenimiento de
las condiciones uniformes a través del sustrato y el
incremento en el area de contacto es la ventaja principal

de este tipo de biorreactor.

Aplicaciones
Las principales aplicaciones de la fermentacion en estado sélido se han enfocado en la produccion

de las siguientes biomoléculas (Tabla 3):

Tabla 3. Biomoléculas de interés en FES

Referencias

Celulasa, hemicelulasas,
Enzimas endogluconasas, ligninasa, [9,13,15,22,23,25,27,30,41-45]

xilanasa, pectinasa, amilasa, lipasa,

L-glutaminasa y B-galactosidasa
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Acidos organicos Acido citrico, acido lactico y acido [6,7]
galico
Antibidticos Penicilina, cefamicina, neomicina, [6,21]
iturina,  ciclosporina A y
cefalosporina

En lo concerniente al manejo integrado de desechos agricolas, las aplicaciones principales se
han centrado en la produccion de: compostaje, ensilaje, biofertilizantes, biopromotores y biopesticidas,
biocombustibles, biopulpeo, bioblanqueo, alimentos para animales y soluciones nutritivas para cultivos
hidropénicos [1-4, 6, 11, 12, 16, 17, 38, 39, 40, 46].

Perspectivas futuras

Actualmente existe una valiosa informacion relacionada con la fermentacion en estado s6lido y su
potencialidad para la produccion biotecnologica de biomoléculas (enzimas, dcidos organicos, antibioti-
cos, pesticidas, fertilizantes, combustibles), alimentos para animales, abonos organicos y soluciones para
cultivos hidropoénicos.

Las futuras investigaciones deberan orientarse hacia la consolidacion de los siguientes aspectos:

1.- Estudio de la fisiologia microbiana para cultivos puros y mezclas, bajo las condiciones ambien-
tales impuestas por la fermentacion en estado solido, como lo son: cinética de crecimiento, produccion
de metabolitos, trayectorias fermentativas y metabolismo respiratorio.

2.- Estudio sobre el tratamiento previo al sustrato solido para permitir un bioproceso eficiente, sin
limitaciones derivadas de la estructura fisicoquimica del mismo.

3.- Diseio de biorreactores que permitan resolver las dificultades provocadas por la combinacion
del metabolismo celular y fermentativo de los microorganismos y la dinamica de transferencia de calor,
masa y cantidad de movimiento de los compuestos involucrados en el bioproceso (agua, oxigeno, dioxi-
do de carbono, acidos, alcalis, macro y micronutrientes).

4.- Estudio sobre modelamiento matematico que combine la cinética del crecimiento microbiano
con los fenomenos de transporte y la estructura fisicoquimica del sustrato sélido.

5.- Construccion de un prototipo de biorreactor, para probar experimentalmente los resultados
obtenidos del modelamiento matematico y lograr las herramientas necesarias para el escalamiento a
etapas sucesivas de planta piloto y nivel industrial, para la comercializacion de los productos generados
del bioproceso estudiado.
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