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RESUMEN

Se desarrollé una ecuacion estequiométrica aproximada que describe el crecimiento de la cepa ceba-gliie-010106
de Pleurotus ostreatus sobre residuos de la cosecha del fréjol. El trabajo parte de establecer formulas empiricas
para el residuo del fréjol fresco seco (CH, ;O N, ,.) v la biomasa de la cepa del hongo (CH, .0 ..N,.). Para
ello se determiné la composicién elemental de estas materias primas y su contenido de cenizas. Los coeficientes
estequiométricos permiten estimar importantes pardmetros del proceso de crecimiento; entre ellos: la eficiencia
biolégica teérica (867.49 g de materia seca del hongo (MSH)/kg de materia seca del sustrato), el coeficiente medio
de respiracién (0.77 mol CO,/mol O,), el consumo especifico de aire para el proceso de crecimiento (1.36 m3/kg
MSH), asi como el calor metabélico (16 576.47 kl/kg MSH).
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Abstract

Stoichiometry equation to describe the growth of the Pleurotus ostreatus ceba-gliie-po-010606 strain.
This work was aimed at developing a proximate stoichiometric equation to describe the growth of Pleurotus os-
treatus mushroom strain ceba-gliie-po-010106 on picking beans (Phaseolus vulgaris) waste. Empirical formulas
were established for the residue of fresh dried picking beans (CH, ; O /N, ) and the biomass of the fungal strain
(CH, ;:0, 5N, ,.)- The elemental composition of these materials and the os%es were determined. The stoichiometric
coefficients obtained further supported the estimation of parameters relevant for fungal growth characterization:

theoretical biological efficiency (867.49 g of fungal dry matter (FDM)/kg of substrate dry matter), mean coeffi-

cient of breath (0.77 CO,/mol O, consumption), specific air consumption (1.36 m3/kg FDM) and metabolic heat

(16 576.47 kl/kg FDM).

Introduccién

Se estima que la produccion mundial de biomasa, ma-
teria viva producida por la Tierra, sea de 146 billones
de toneladas métricas al afio [1]. Estos recursos tienen
un gran potencial para enfrentar los retos de agota-
miento de las fuentes tradicionales de combustibles
no convencionales y los peligros para la seguridad
alimentaria de la mayoria de los paises.

Una de las posibles vias de aprovechamiento de es-
tos residuos es la produccion de hongos comestibles
[2]. Se estima que con un cuarto de los residuos de
cereales producidos anualmente, se les podrian sumi-
nistrar diariamente 250 g de hongo fresco a mas de
cuatro millones de personas [3]. El incremento de la
produccion mundial de hongos y trufas es muy signifi-
cativo. Segun el analisis de Toland y Lucier [4] de los
datos ofrecidos por la Organizacion de Naciones Uni-
das para la Alimentacion y la Agricultura (FAO), la
produccion mundial de esta importante fuente de pro-
teinas y otros nutrientes valiosos, crecié exponencial-
mente desde 1961 hasta 2009, y se duplica cada 13.02
afios. Entre los hongos comestibles mas producidos
estd Pleurotus ostreatus [2], cultivado en gran parte
del mundo, tanto en climas templados como calidos.

Los métodos de cultivo de hongos se han desarro-
llado mayormente de forma empirica. Muchos de los
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conocimientos desarrollados no se publican o estan
protegidos por numerosas patentes [5-14]. El desa-
rrollo de procesos biolégicos cada vez més eficien-
tes precisa la aplicacion de procedimientos con un
enfoque mas mecanistico. Estos procedimientos sir-
ven de base al desarrollo de modelos matematicos de
procesos y a la implementacion de procedimientos de
optimizacion basados en la simulacién computacional
[16]. De esta manera, el disefio de procesos se con-
vierte en un problema de programaciéon matematica,
lo que algunos identifican como transicion del disefio
in vitro al disefio in silico [15, 17, 18].

Una de las contribuciones primarias al desarrollo
de los modelos de los bioprocesos proviene de la
identificacion de un modelo estequiométrico, Util para
establecer relaciones masicas entre las principales
materias primas involucradas [19]. De estos modelos
se derivan analisis simplificados, en los que se em-
plea una sola ecuacion estequiométrica global, con un
enfoque no estructurado o, mas complejos, con va-
rias ecuaciones basadas en el metabolismo celular y
la interaccion célula-medio de cultivo [19, 20]. Tras
un andlisis exhaustivo de la literatura sobre el tema,
no se encontro referencia a una ecuacion estequiomé-
trica, para describir el crecimiento del basidiomiceto
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P. ostreatus en residuos agroindustriales. El objetivo
de este trabajo es desarrollar una ecuacion estequio-
métrica para el crecimiento de la cepa ecuatoriana
ceba-gliie-po-010106 de P. ostreatus sobre residuos
agricolas de la produccion de fréjol.

Materiales y métodos

Cepa

Se uso la cepa ceba-gliie-po-010606 de P. ostreatus,
pertenecientes a la coleccion de cultivos del Centro
Ecuatoriano de Biotecnologia del Ambiente. Esta se
conservo en agar-extracto de malta a 4 °C.

Materias primas

Para el desarrollo de las formulas empiricas se estu-
diaron dos materias primas: residuos de la cosecha de
fréjol (Phaseolus vulgaris), o sea, la planta completa
y la biomasa de P. ostreatus. Las muestras del residuo
de fréjol, materia prima original, se tomaron en las
comunidades productoras de fréjol de las provincias
de Imbabura y Carchi: La Concepcién, Salinas y Am-
buqui (Figura 1).

Procedimiento para el muestreo del residuo
de fréjol fresco

Para el muestreo del residuo de fréjol y la biomasa
del hongo, se siguieron los principios de muestreo
expuestos por Oakland [21]. En un periodo de tres
meses, cada mes se tomaron tres muestras de 14 kg de
residuos de fréjol, previamente secados al sol durante
el proceso de cosecha. En total tomaron nueve mues-
tras. Cada mes se sigui¢ el siguiente tratamiento: las
tres muestras se trituraron por separado hasta 9 mm
en un molino de martillo y luego se mezclaron. La
mezcla se extendid sobre el piso en un marco cuadra-
do de 4 m2. El cuadrado se dividid en cuatro cuadran-
tes iguales. De cada cuadrante se tom6 una porcién
de 1 kg de la mezcla y se tritur6 en un molino manual
hasta un tamafio de 1 mm. En estas condiciones se
extendid en el piso, en un marco cuadrado de 1 m? y
se dividio en cuatro cuadrantes iguales, de donde se
tomaron muestras de 25 g de cada cuadrante, las que
se mezclaron y empacaron en una bolsa de polietileno
para ser almacenadas a 4 °C durante el periodo de
muestreo (Figura). Este procedimiento se repitié en
los tres meses, lo que genero tres muestras de 100 g
para cada mes.

Procedimiento para el muestreo de biomasa
de Pleurotus ostreatus

El residuo de fréjol recogido cada mes se utiliz6 en
la planta de produccion de hongos P. ostreatus, del
Centro Ecuatoriano de Biotecnologia del Ambiente
(CEBA). La produccion de esta biomasa fue la aco-
piada durante tres brotes del cuerpo fructifero, has-
ta completar 51 dias; tiempo a partir del cual no se
observaba crecimiento significativo. Durante la pro-
duccién no se adicion6 ningun nutriente al medio de
crecimiento. Se tomaron tres muestras de biomasa
de 1 kg, una de cada camara de produccion, por cada
mes, durante tres meses, para un total 9 kg. La bioma-
sa fingica producida cada mes se secé en una estufa a
70 °C hasta un peso constante. Luego fue molida en un
molino manual y extendida en una mesa en un marco

Figura. Materias primas estudiadas. A) Residuos de plantas completas de fréjol (Phaseolus vulgaris).
B) Champifén ostra (Pleurotus ostreatus). C) Muestras de biomasa listas para andlisis elemental.

cuadrado de 1 m2 Este cuadrado se subdividio en
cuatro cuadrantes iguales, y se tom6 una muestras de
25 g muestra de cada uno. Estos 100 g se mezclaron
hasta alcanzar la homogeneidad y se almacenaron a
4 °C durante el periodo de muestreo. En ese periodo
se obtuvieron tres muestras de 100 g cada una.

Procedimiento de cultivo de la biomasa
por fermentacién sélida

Los residuos de fréjol se trituraron hasta 9 mm, y su
humedad se ajust6 hasta el 70 %. Se llenaron bolsas
de polipropileno con 300 g de sustrato, y posterior-
mente se pasteurizaron en un esterilizador, con una
presion de 103.46 kPa, durante 30 min. Cuando el
sustrato alcanzd la temperatura ambiente, se inoculd
con 4 % de base seca. Las muestras se incubaron a una
temperatura constante, a 20 °C durante 51 dias. Para
evitar contaminaciones durante el crecimiento de las
hifas se mantuvo una humedad relativa promedio de
85 %, y luego de aparecer el primordio se incrementd
hasta 90 %. Quince dias después se recolectd la seta
cuando esta alcanzd una talla promedio de 8 cm. El
experimento se realiz6 con tres bolsas como réplicas.

Técnica analitica para la composicién
elemental

Las muestras se analizaron en el Centro de Investi-
gacion de Servicios y Analisis Quimicos (CISAQ),
de la Universidad Nacional de Loja, Ecuador. Para el
analisis elemental se utiliz6 un equipo PerkinElmer,
modelo 2400, serie 1l [22]. Esta técnica proporciona
el contenido total de carbono, hidrégeno, nitrégeno y
azufre, presentes en un amplio abanico de muestras de
naturaleza organica e inorganica, tanto sélidas como
liquidas, usando el método clésico de Pregl-Dumas
[22, 23]. Este método consiste en la combustion de
una muestra de masa conocida a alta temperatura
(aproximadamente 900 °C), en presencia de oxige-
no puro. Ello conduce a la liberacién de didxido de
carbono, agua y nitrégeno. Los gases se hacen pasar
por columnas especiales que absorben el diéxido de
carbono y el agua. Una columna que contiene un de-
tector de conductividad térmica separa el nitrogeno de
cualquier residuo de dioxido de carbono residual y el
agua, y se mide el contenido de nitrédgeno resultante.
El instrumento se debe calibrar primero mediante el
analisis de un material que es puro y tiene una concen-
tracion de nitrogeno conocido. La sefial medida desde
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el detector de conductividad térmica para la muestra
desconocida se puede convertir en un contenido de ni-
trégeno [24, 25].

Cadlculos para la férmula empirica
de las materias primas

Mediante la técnica antes descrita se obtienen datos
de los elementos carbono, hidrégeno, nitrégeno y
azufre, presentes en el residuo fresco de fréjol y en la
biomasa del cuerpo fructifero. El oxigeno se calcula
por diferencia, lo que significa despreciar la presencia
significativa de otros elementos. Las concentraciones
de los elementos en la fase solida se calculan para la
fraccion organica, luego de haber restado las cenizas
presentes en la muestra. Con estos datos se calculan
las proporciones atomicas relativas de cada elemento,
dividiendo su fraccion masica por la masa atémica de
cada uno. A partir de estas proporciones atdmicas rela-
tivas pueden deducirse las relaciones atomicas al divi-
dir cada uno de los valores entre el valor del carbono,
y todo se expresa por &tomo-gramo de carbono. En la
férmula empirica de las materias primas de este traba-
jo, no se incluyd el azufre, por estar en proporciones
muy pequefias, y no ser relevante para los balances
estequiomeétricos.

Propuesta de modelo estequiométrico
simplificado

Se parte de considerar el crecimiento aerobio de las
células en un mecanismo simplificado, expresado
mediante una ecuacién estequiométrica. En esta ecua-
cidn, el sustrato fresco del fréjol junto a un suplemen-
to de nitrdgeno en forma de amoniaco, mas el oxigeno
como reactantes, se transforman en productos, debido
a la presencia del hongo como biocatalizador. Los pro-
ductos considerados son la biomasa de P. ostreatus,
el CO, y el agua:

aCH,,0,N,, + BNH, + 10, X% CH_,O N, + 5CO,
+¢H,0 ()

La determinacion de los coeficientes estequiomé-
tricos parte de un balance por elementos en la ecua-
cion (1) [19]:

Cia=1+3 (2)

H: x,0 + 3B = x, + 2¢ (3)
O:yoa+2y=y,+25+¢ (4)
N:zoa+ B =z (5)

Donde:

o, B, v, 8y € son coeficientes estequiométricos ex-
presados como moles del compuesto por mol de mate-
ria seca del hongo (mol/mol MSH).

X;: contenido de hidrogeno en lamolécula por atomo-
gramo de carbono.

y,: contenido de oxigeno en la molécula por atomo-
gramo de carbono.

z: contenido de nitrégeno en lamolécula por atomo-
gramo de carbono.

Solo se dispone de cuatro ecuaciones para cinco
incognitas, por lo que se necesita una ecuacion adicio-
nal. Una alternativa que se recomienda es el balance

de electrones [19, 26]. Para ello es necesario calcular
el grado de reduccidn de las especies involucradas (A).
Este factor se define como el nimero de moles de elec-
trones disponibles por 4&tomo-gramo de carbono que
se debe transferir al O, en la combustion completa de
un compuesto hasta CO,, H,O y N,. Para el carbono,
el nimero de electrones disponibles es 4, para el hi-
drdgeno es 1, -2 para el oxigeno y -3 para el nitrégeno
[19]. El signo se asocia a si se entregan o aceptan los
electrones. Segun ello, el grado de reduccion para el
CO,, el H,0y el NH, es cero. Un balance de electrones
en la ecuacion (1) conduce a:

i dgo- 4y = A, (6)

Donde:
A ¥ Ay, s0n los grado de reduccion del residuo de
fréjol fresco y de la biomasa del hongo (electrones/mol).
De esta manera, las ecuaciones (2) a la (6) con-
forman un sistema de ecuaciones algebraicas lineales
con solucién Unica para sus incdgnitas.

Parametros derivados de la ecuacion
estequiométrica

Teniendo en cuenta la estequiometria de la ecuacion
(1) se pueden definir importantes factores asociados
con la produccion de la biomasa de hongos, como la
eficiencia biologica (EB), el coeficiente de respiracion
(CR; mol CO,/mol O,), el consumo especifico volu-
métrico de aire (q,,.) y el calor metabolico (-AHm):

EB=&M]X1O3 7)
oMM, (1 -A,)
Donde:
EB: eficiencia biologica (g MSH/kg MSS)
MSS: materia seca del sustrato
MM, . masa molecular de la biomasa libre de ce-
nizas (g/mol)
A_.: ceniza del residuo del fréjol fresco (g/mol)
MM_.: masa molecular del residuo de fréjol fresco
libre de cenizas (g/mol)
A, ceniza de la biomasa (g/mol);

MM Y

02
MMy Yo, Paie (8)

Yaire =

Donde:
0. consumo especifico volumétrico de aire (m?/
kg MSH)
MM, : masa molecular del oxigeno (g/mol)

Yo, fraccion de oxigeno en el aire (mol O,/mol total);

Pare densidad del aire (kg/m®)
o)
CR = v 9

Segun Ertola et al. [19], el calor liberado en el pro-
ceso metabdlico es proporcional a la cantidad de elec-
trones que se debe transferir al oxigeno en la reaccion
[27]. El valor medio (Q,) deducido a partir de una
gran cantidad de reacciones analizadas fue de 115.137
kJ/electron. Segun esto y un andlisis dimensional, el
calor metabdlico expresado en ki/kg MSH se calcula
por la ecuacion:

o
FF MMXV

(-AH,) = QA (1-A)1x10°

(10)
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Donde:

(-AH,,): calor metabdlico estequiométrico (kJ/kg

MSH).

A.- grado de reduccion del residuo de frejol fresco

(electrones/mol).

Los resultados que se computen en las ecuaciones
(7) a la (10) dependeran de pardmetros que determi-
nados cuando se hayan calculado los elementos que
permanecen incognitos en la ecuacioén (1), como las
férmulas empiricas del substrato y la biomasa, asi
como los coeficientes estequiométricos.

Resultados y discusion

Calculo de la composicion elemental
y deduccién de las féormulas empiricas

La determinacion de las férmulas empiricas de la bio-
masa del residuo de fréjol y del hongo P. ostreatus,
tiene mucha relevancia para establecer la ecuacion
estequiométrica del crecimiento de la cepa seleccio-
nada, asi como el balance de la ecuacion y el calculo
de sus coeficientes.

En la tabla 1 se agrupa el resultado de la composi-
cion elemental y del calculo de las relaciones atémi-
cas relativas de la biomasa del hongo, partiendo de las
mediciones a las muestras recolectadas.

Los niveles de nitrogeno de P. ostreatus se sitlian
entre los mas altos para una biomasa [28], tal como
habria de esperarse de una biomasa fungica. Los ni-
veles de carbono, sin embargo, se revelan bajos, si se
comparan con una lista publicada de composiciones
elementales de cuarenta materias agricolas [29]. Ello
pudiera explicar la relativamente elevada relacion ato-
mica calculada para el oxigeno, que es casi el doble de
la reportada para muchos microorganismos. El conte-
nido de cenizas se sitla entre los niveles mas bajos de
once especies de hongos comestibles reportados por
Sanchez y Mata [30], y se sitta muy cercano al de
Pleurotus sajour-caju (5.84 %).

En la tabla 2 se muestra el resultado de la composi-
cion elemental y el célculo de las relaciones atdmicas
relativas del residuo fresco del fréjol, partiendo de las
mediciones en la muestra recolectada.

La composicion quimica del residuo fresco del fré-
jol en cuanto a carbono, se sitGa en niveles bajos si
se compara con una lista de Parikh et al. [28]. Segun
estos autores, el contenido de carbono es Unicamente
superior a los valores reportados para la cascara de
arroz (40.6 %) y del tallo de algodén (41.3 %). El con-
tenido de hidrégeno, en cambio, se sitda en la media
de los valores reportados [28], al igual que el conteni-
do de oxigeno.

En la tabla 3 se agrupan los datos de las formu-
las empiricas de los dos componentes evaluados de
forma elemental, que seran utilizados para la deduc-
cioén de la estequiometria del proceso. Aungue en esta
tabla solo se reportan dos cifras decimales, en todos
los casos se emplearon las cifras significativas de las
tablas 2y 3.

Se observa una diferencia entre la composicion
elemental de P. ostreatus y la reportada para el As-
pergillus niger (CH, ,,0, .N,,,) [31, 32]. La levadu-
ra Kluyveromyces marxianus, en cambio, tiene una
composicion reportada mucho mas parecida a esta

cepa (CH,,,0,,.N,,,) [33]. La composicion elemental

Tabla 1. Composicion elemental base seca de la biomasa de Pleurotus ostreatus

Porcentaje de masa Masas atémicas Proporciones atémicas Relaciones atémicas

Elemento (base seca) (g/mol) relativas (mol/g) (mol/mol-C)

C 36.132 12.011 3.080 1.000

H 5.552 1.008 5.508 1.831

N 11.066 14.007 0.790 0.263

S 0.355 32.065 0.011 0.004

(o] 40.355 15.999 2.522 0.838
Cenizas 6.540 - - -

Total 100

Tabla 2. Composicién elemental molar del residuo de fréjol fresco

Porcentaje de masa Masas atémicas Proporciones atémicas Relaciones atémicas

Elemento (base seca) (g/mol) relativas (mol/g) (mol/mol-C)

C 39.875 12.011 3.464 1.000

H 6.047 1.008 6.261 1.807

N 6.727 14.007 0.501 0.145

S 0.201 32.065 0.007 0.002

o 42.980 15.999 2.543 0.809
Cenizas 4.170 - - -

Total 100

Tabla 3. Férmulas empiricas y masa molecular estimadas para el residuo de fréjol y
Pleurotus ostreatus

Composicién (porcentaje
p p I Masa molecular

Producto de la masa, base seca) Férmula (g/mol)
C H N o s g
Residuo  39.875 6.047 6727 42.980 0210  CH,, O,,N,,s 28.804
de fréjol ’ ’ ’
P ostreatus  36.132 5.552 11.066 40.356 0.355 CH, .0, .,N 30.949

1.8370.84" '0.26

no varia mucho para las biomasas mas disimiles; pe-
ro las condiciones de crecimiento, tanto nutriciona-
les como ambientales, influyen en la existencia de
pequefias variaciones [28]. Esta composicion sitla
a la cepa de P. ostreatus ceba-gliie-po-010606 con

25. PerkinElmer. 2400 Series Il CHNS/O
Elemental Analysis. Organic Elemental

una masa molecular algo por encima de la media de
los microorganismos, que se encuentra alrededor de
25 g/mol [19].

Cadlculo de los coeficientes estequiométricos

Con la informacion expuesta en la tabla 4, la ecuacion
estequiométrica y los balances quedan en esta forma:

X
aCH, , O, , N, . +BNH, +Y0, —— CH, O, ,,N

1.8171.81 0.84" '0.26
+8CO, +¢H,0 n
C:a=1+3d (12)
H: 1.81a. + 3B = 1.83 + 2¢ (13)
0:0.81a+2y=0.84+ 23 +¢ (14)
N: 0.150 + B = 0.26 (15)

Con los datos de la tabla 3 se calculé el grado de
reduccidn para el residuo sélido, y los que se agrupan

Tabla 4. Grado de reduccién del residuo de fréjol y
de la biomasa de Pleurotus ostreatus

Componente Forrr’u:lla A (electrones/mol de C)
empirica
Residuo CH, 4,0, NG s 3.7540
de fréjol
P ostreatus CH, .0, ..N 3.3660

1.83 ~0.84 0.26
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Ecuacion estequiométrica para el género Pleurotus

en la tabla 4, se emplearon para calcular la biomasa
del cuerpo fructifero del P. ostreatus. Con esta infor-
macion puede plantearse el balance de electrones en
la ecuacion (6):

A: 3. 70 - 4y = 3.39 (16)

Lasolucion del sistemade ecuaciones (8-12) propor-
ciona los coeficientes estequiométricos: o = 1.2689;
8 =0.0790; vy = 0.3494; 5 = 0.2689; &€ = 0.3495.

Con esta informacion estimada se puede formular
la ecuacion estequiométrica. Por su simplicidad, solo
se reportan dos cifras para los coeficientes estequio-
métricos:

Ny,Opr +

183" 026 071

(17)

X
1.27CH,, N, ,+0, ,+0.08NH, —~ CH
0.27C0, +0.35H,0

Parametros estimados con la ecuacion
estequiométrica

Eficiencia biolégica tedrica

Teniendo en cuenta el contenido de cenizas y de agua
del residuo del fréjol, asi como para la biomasa de P.
ostreatus, se estima que la eficiencia biolégica que
ha de esperarse de este sistema es de 867.49 g MSH/
kg MSS. Este interesante resultado sirve como para-
digma de la eficiencia que se debe lograr para unas
condiciones de substrato y cepa en especifico. Varios
autores han optimizado el medio de crecimiento de
distintas especies de P. ostreatus [34]. La eficiencia
maxima del proceso a 20 °C reportada es de 261.89 g
MSH/kg MSS [35]. De modo que estos niveles po-
drian mejorarse alin mas, pues apenas representan el
30.18 % del valor tedrico estimado en este trabajo.
La eficiencia bioldgica no solo depende del balance
nutricional conseguido, ademas de otros aspectos am-
bientales como la capacidad de retencion de agua del
sustrato, la aireacion y la humedad relativa en varias
etapas del cultivo [3].

Coeficiente de respiracién

Segun la definicion de este parametro, este coeficiente
alcanza un nivel de 0.77 mol CO,/mol O, que es rela-
tivamente bajo con respecto al reportado para hongos
en crecimiento aerobico. Los coeficientes de respira-
cion bajos se han sido asociado con una mayor necesi-
dad de energia para sintetizar el complejo enzimatico
necesario para generar azticares mas simples en el cre-
cimiento de A. niger sobre residuos de citricos [36].
Otra explicacion pudiera estar en la retencion de CO,
que ocurre en las bolsas de crecimiento y que pueden
hacer modificar ligeramente el metabolismo del creci-
miento del hongo.

Recibido en noviembre de 2013.
Aprobado en enero de 2014.
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Consumo especifico de aire

El consumo de aire calculado para condiciones de
temperatura y presion normales se estimd que sera de
1.36 m¥kg MSH. Este indicador demuestra que el
crecimiento del hongo demanda una cantidad no muy
significativa de aire para producir una tonelada del
producto.

Calor metabdlico

Segun la ecuacion (10) y la ecuacion (17), se estima
una liberacion de calor equivalente a 16 576.47 kJ/kg
MSH. En los procesos de fermentacion sélida se libe-
ra una cantidad considerable de energia proveniente
de la actividad metabodlica [37]. Este parametro rara
vez se estima experimentalmente; mas frecuentemente
se deriva de relaciones estequiométricas [38], como las
desarrolladas en este trabajo. Gonzalez et al. reportd
valores de calor metabodlico para el crecimiento de As-
pergillus niger muy semejantes a este, de 16 000 kJ/kg
MSH. De donde se deduce que la ecuacion estequio-
métrica ajustada genera valores que estan en corres-
pondencia con los reportados para hongos.

Conclusiones

Se desarroll6 una ecuacion estequiométrica apro-
ximada para describir el crecimiento aerdbico de la
cepa ecuatoriana ceba-gliie-po-010106 de P. ostrea-
tus sobre residuos locales de la cosecha de fréjol.
Para la formulacion de la ecuacion, se determinaron
férmulas empiricas para describir la composicion
elemental de los residuos de fréjol fresco secados
al sol (CH N,,;) v de la biomasa del hongo
(CH1.83OO.B4 0.267" L R R

La estequiometria propuesta permite estimar pa-
rametros claves para el desarrollo de procesos de la
fermentacion solida, basados en modelos matemati-
cos con enfoque mecanistico, tales como la eficien-
cia biologica tedrica (867.49 g MSH/kg MSS), el
coeficiente medio de respiracion (0.77 mol CO,/mol
0,), el consumo especifico de aire para el proceso de
crecimiento (1.36 m®/kg MSH), y el calor metabélico
(16 576.47 ki/kg MSH).

1.8100.81
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ABSTRACT

This work was aimed at developing a proximate stoichiometric equation to describe the growth of Pleurotus os-
treatus mushroom strain ceba-gliie-po-010106 on picking beans (Phaseolus vulgaris) waste. Empirical formulas
were established for the residue of fresh dried picking beans (CH, , O . N, ..) and the biomass of the fungal strain
(CH1 839084 N, ). The elemental composition of these materials and the asf\es were determined. The stoichiometric
coefficients obtained further supported the estimation of parameters relevant for fungal growth characterization:
theoretical biological efficiency (867.49 g of fungal dry matter (FDM)/kg of substrate dry matter), mean coeffi-
cient of breath (0.77 CO,/mol O, consumption), specific air consumption (1.36 m?/kg FDM) and metabolic heat
(16 576.47 ki/kg FDM).

Keywords: Pleurotus ostreatus, solid fermentation, edible fungus, stoichiometry
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RESUMEN

Ecuacion estequiométrica para describir el crecimiento de Pleurotus ostreatus cepa ceba-gliie-po-010606.
Se desarroll6 una ecuacion estequiométrica aproximada que describe el crecimiento de la cepa ceba-gliie-010106
de Pleurotus ostreatus sobre residuos de la cosecha del fréjol. El trabajo parte de establecer formulas empiricas
para el residuo del fréjol fresco seco (CH, ;O N, ..) v la biomasa de la cepa del hongo (CH, ;.0 N, .). Para
ello se determiné la composicién elemental de estas materias primas y su contenido de cenizas. Los coeficientes
estequiométricos permiten estimar importantes pardmetros del proceso de crecimiento; entre ellos: la eficiencia
biolégica teérica (867.49 g de materia seca del hongo (MSH)/kg de materia seca del sustrato), el coeficiente medio
de respiracién (0.77 mol CO,/mol O,), el consumo especifico de aire para el proceso de crecimiento (1.36 m3/kg

MSH), asi como el calor metabélico (16 576.47 ki/kg MSH).
Palabras claves: Pleurotus ostreatus, fermentacion sélida, hongo comestible, estequiometria

Introduction

The Earth produces an estimate of 146 billion tons of
living matter, known as Biomass, yearly [1]. Those re-
sources have a great potential to face the challenges of
decreased availability of traditional non-conventional
fuel sources and to prevent the risks to stable food
supply in most countries.

One of the possible ways to take advantage of those
wastes is to use them for edible fungi production [2].
A quarter of all the cereal wastes annually discarded
could be used to produce fresh edible fungi, enough
for a daily supply of 250 g to more than four mil-
lion people [3]. There is a very significant increase
in mushroom and truffles production worldwide. Ac-
cording to the analysis by Toland and Lucier [4] on the
data provided by the United Nations Food and Agri-
culture Organization (FAQ), the worldwide production
of that food rich on proteins and nutrients have expo-
nentially raised from 1961 to 2009, and it duplicates
every 13.02 years. Pleurotus ostreatus, also known as
oyster mushroom, is one of the most extensively culti-
vated either in warm or hot climates. However, mush-
room cultivation techniques are mostly empirical and
many of the methods remain unpublished or are pro-
tected by several patents [5-14]. Therefore, mechanis-
tic approaches are demanded to develop more efficient

& Corresponding author

biological processes for that purpose [15]. Such proce-
dures comprise the expression of process’ mathemati-
cal models and implementing optimization procedures
based on computational modeling [16]. In this sense,
process design has become a mathematical program-
ming task, being identified by several authors as a de-
sign in transit from in vitro to in silico [15, 17, 18].

One of the primary contributions to bioprocess
modeling comes from identifying a stoichiometric
model by establishing the mass relationships among
the main raw materials [19]. These models result in,
either, a simplified analysis expressed in terms of a
global stoichiometric equation describing the process
from a non-structured perspective, or more complex
ones, with a system of several equations describing
the balances of cellular metabolism and cell-culture
medium interactions [19, 20].

Following this strategy and after an unsuccessful
exhaustive review of the literature on this topic, we
decided to develop a stoichiometric equation to de-
scribe the growth of the P. ostreatus basidiomicete on
industrial wastes. Thus, a stoichiometric equation was
obtained, describing the growth of the P. ostreatus
Ecuadorian strain ceba-gliie-po-010106 on picking
beans’ harvest waste.

1. Alvarez-Castillo A, Garcia-Hernandez E,
Dominguez-Dominguez MM, Granandos-
Baeza J, Aguirre-Cruz A, Morales-Cepeda
A, et al. Aprovechamiento integral de los
materiales lignocelulésicos. Rev Iberoam
Polim. 2012;13(4):140-50.

2. Chukwurah NF, Eze SC, Chiejina NV,
Onyeonagu CC, Ugwuoke KI, Ugwu FSO,
et al. Performance of oyster mushroom
(Pleurotus ostreatus) in different local ag-
ricultural waste materials. Afr J Biotechnol.
2012;11(37):8979-85.

3. Mane VP Patil SS, Syed AA, Baig MM.
Bioconversion of low quality lignocellulosic
agricultural waste into edible protein by
Pleurotus sajor-caju (Fr.) Singer. J Zhejiang
Univ Sci B. 2007;8(10):745-51.

4. Pineda-Insuasti J, Ramos-Sanchez LB.
Produccién de proteinas comestibles con
fuentes alternativas de materias primas.
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5. Alvaro H, inventor; Garrigues Fongs SL;
assignee. Procedimiento para la obtencién
de una composicién de un substrato para
el cultivo de hongos. Spain patent ES 2 166
337 A1.2000 Jul 24.
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Materials and methods

Strain

The P. ostreatus Ecuadorian strain ceba-gliie-
po-010106 was provided by the Ecuadorian Center
of Environmental Biotechnology (CEBA). It was pre-
served in Agar-Malt extract at 4 °C until use.

Raw materials

Two raw materials were used to develop the empirical
formulas: picking beans (Phaseolus vulgaris) harvest
wastes, the entire plant, and the P. ostreatus biomass.
Picking beans waste samples were used as primary
raw material, being collected from the production
communities La Concepcion, Salinas and Ambuqui at
the Imbabura and Carchi provinces (Figure).

Fresh picking beans waste sampling procedure

Both, the picking beans waste and the mushroom
biomass were sampled following the procedures de-
scribed by Oakland [21]. For three months, three 14-kg
samples of picking beans waste were collected every
month, sun-dried after harvesting, up to 9. The month-
ly processing procedure is described in the following.
The three samples were separately grinded to a 9-mm
size in a hammer hog and further mixed. The mix was
extended on the floor in a 4 m2square area. The square
was divided in four even quadrants, and a 1 kg portion
of the mix was collected from each quadrant, and fur-
ther grinded with a manual grinder down to a 1 mm in
size. It was extended again in the floor in a 1 m?square
area, divided in four even quadrants. Samples of 25 g
were collected from each quadrant and mixed for a
final sample of 100 g for each month. Samples were
packed in polystyrene bags and stored at 4 °C (Figure).

P ostreatus biomass sampling procedure

The monthly-harvested picking beans waste was used
for mushroom production at the CEBA production
plant. The biomass produced by the three first sprouts
of the fruiting body was stockpiled, during 51 days.
Thereafter, mushroom growth was insignificant. The
growth medium for fungal biomass production was
used without nutrient supplementation. Three sam-
ples 1-kg each were harvested every month, for a final
amount of 9 kg. The mushroom biomass obtained ev-
ery month was dried until constant weight in an oven
at 70 °C. It was further grinded in a manual grinder
and extended on a 1 m? square table, which was sub-
divided in four even quadrants. Then, 25 g were col-
lected from each quadrant and mixed to homogene-
ity. The three final samples of 100 g each were stored
at4°C.

Biomass culture procedure by solid
fermentation

The picking beans waste samples were grinded down
to 9 mm and the humidity was set to 70 %. Polypro-
pylene bags were filled with 300 g of substrate and
further pasteurized in a sterilizer at 103.46 kPa for
30 min. When the substrate reached room tempera-
ture, it was inoculated with 4 % dry base. Samples
were incubated at a constant temperature of 20 °C for
51 days. The relative humidity was kept at an average
of 85 % to avoid hyphal contamination, and after the
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Figure. Raw materials. A) Picking beans (Phaseolus vulgaris) waste, whole plant. B) Oyster mushroom
(Pleurotus ostreatus). C) Biomass samples ready for elemental analysis.

sprout of the first primordium, it was raised to 90 %.
Fifteen days later, the mushroom was harvested, with
an average size of 8 cm. The experiment was conduct-
ed with three bags as replicates.

Elemental composition analytical technique

Samples were analyzed at the Center of Research Ser-
vices and Chemical Analyses (CISAQ), of the Nation-
al University of Loja, Ecuador. The elemental analy-
sis was done with a PerkinEImer, model 2400, series
Il equipment [22]. This technique provides the total
content of carbon, hydrogen, nitrogen and sulfur for
a wide range of samples either organic or inorganic,
solid or liquid, by using the Pregl-Dumas’ classical
method [22, 23]. This method consists of combusting
a sample of known mass at high temperature (approx-
imately 900 °C) in the presence of pure oxygen. The
process releases carbon dioxide, water and nitrogen.
The gasses are passed through special columns which
absorb the carbon dioxide and water. A column car-
rying a thermal conductivity detector separates the
nitrogen from any carbon dioxide or water residue,
and the resulting nitrogen content is measured. The
instrument must be previously calibrated by analyz-
ing a pure standard of known nitrogen content. Then,
the signal of an unknown nitrogen concentration sam-
ple is measured by the thermal conductivity detector,
and converted into the equivalent nitrogen content
value [24, 25].

Calculation of raw materials empirical
formulas

Data corresponding to carbon, hydrogen, nitrogen
and sulfur were obtained from fresh picking beans
waste and mushroom fruiting body biomass by the
technique previously described. Oxygen content was
calculated as the remaining elemental composition
difference, in disregard of other elements present in
significant amounts. Elements’ concentrations in the
solid phase were determined for the organic fraction
once subtracted the ashes present in the sample. These
data were used to calculate the relative atomic mass
ratio for each element, by the ratio of the element’s
mass fraction over its atomic mass. The atomic mass
ratio could be deduced from these relative atomic
mass ratios, by dividing each element value over that
of carbon, the final value being expressed per car-
bon atom-gram. The empirical formulas of the raw
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materials used on this work did not include sulfur, due
to its very low proportions and, therefore, its irrele-
vance for stoichiometric balances.

Proposal of a simplified stoichiometric model

It started considering the aerobic cell growth as a sim-
plified mechanism, expressed through a simplified
stoichiometric equation. It describes the transforma-
tion of fresh picking beans substrate, together with a
nitrogen supplement in form of ammonia and oxygen
as reactants, into products due to the presence of the
mushroom as biocatalyst. The resulting reaction prod-
ucts considered were the P. ostreatus biomass, CO,
and water:

aCH,,0,N,, + BNH, + 10, X% CH_,O N, + 5CO,
+¢H,0 ()

The stoichiometric coefficients were determined
from a balance per element from equation (1) [19]:

Cia=1+3 (2)

H: x,a + 3B = x, + 2¢ (3)
O:ya+2y=y,+25+¢ (4)
N:zo+ =z (5)

Where:

o, B, v, 8 and &: stoichiometric coefficients ex-

pressed as moles of the respective compound per

mol of fungal dry matter (mol/mol FDM).

x;: hydrogen content on the molecule per carbon

atom-gram.

y,- 0xygen content on the molecule per carbon atom-

gram.

z;:nitrogen contenton the molecule per carbon atom-

gram.

There were only five equations available for 5 vari-
ables; hence, another equation was required. A rec-
ommended alternative for this scenario is the electron
balance [19, 26]. It implies to calculate the reduction
degree of the species involved (). This factor is de-
fined as the number of moles of electrons available per
carbon atom-gram to be transferred to O,, during the
full combustion of a given compound to render CO,,
H,O and N,,. For carbon, 4 electrons are free electrons
to be transferred, with 1 for hydrogen, -2 for oxygen
and -3 for nitrogen [19]. Positive and negative values
stand for electrons either to be donated or accepted,
respectively. Accordingly, the reduction degree for
CO,, H,0 and NH, is null. An electron balance from
equation (1) leads to the following expression:

A dgo - 4y = Ay, (6)

Where:
A and A, are the reduction degrees of fresh pick-
ing beans waste and mushroom biomass (electrons/
mol).
In this way, equations (2) through (6) form a system
of linear algebraic equations with a single solution for
each variable.

Parameters derived from the stoichiometric
equation

Relevant factors related to mushroom biomass produc-
tion can be derived from the stoichiometric equation

(1), such as: theoretical biological efficiency (BE),
mean coefficient of breath (CB; mol CO,/mol O,),
specific volumetric air consumption (q,,) and the
metabolic heat (-AH, ).

(1 - AFF)

MM,,
BE = 1% 100 (7)
MM, (1-A,)

Where:
BE: biological efficiency (g FDM/kg SDM)
SDM: substrate dry matter
MM, : molecular mass of the ash-free biomass (g/
mol)
A_.: ash of fresh picking beans waste (g/mol)
MM_.: molecular mass of the ash-free fresh pic-
king beans waste (g/mol)
A, biomass ashes (g/mol);

MM, ,
MM

XV yOszir

A = (8)
Where:
{,;,: volumetric specific air consumption (m3kg
MSH)
MM,,: oxygen molecular mass (g/mol)
Yo, air oxygen fraction (mol O,/mol total);
P, air density (kg/m?)

S5
¥

RC = 9)
Where:

RC is the respiration coefficient

According to Ertola et al. [19], the heat released
during the metabolic process is proportional to the
number of electrons to be transferred to oxygen during
the reaction [27]. The mean value (Q,) deduced from
a large number of reactions was 115.137 kJ/electron.
Following these results and also based on a dimen-
sional analysis, the metabolic heat was calculated and
expressed in kd/kg FDM by the equation:

o
(-BH,) = Qe gy~ (1- A 1 10° (10)
Where:
(-AH,,): stoichiometric metabolic heat (kJ/kg
FDM).

A reduction degree of the fresh picking beans
waste (electrons/mol).

Results computed for parameters of equations (7)
through (10) depend on the results obtained once
calculated the remaining variables on equation (1).
They include those of the empirical formulas for the
substrate and the biomass, and also the stoichiometric

coefficients.

Results and discusion

Determining the empirical formulas for biomass of
the fresh picking beans waste and the P. ostreatus
mushroom is highly relevant to establish the stoi-
chiometric equation describing the growth of the
selected P. ostreatus strain, and also for the stoichio-
metric equation balance and the calculation of its
coefficients. Table 1 summarizes the elemental com-
position of collected samples measurements and the
estimated values for relative atomic mass ratios of the
fungal biomass.
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The P. ostreatus nitrogen levels were among the
highest for a biomass tested [28], as expected from
a fungal biomass. Instead, carbon levels were low, if
we compare them to a list of elemental composition
reported for forty agriculture matters [29]. This could
explain the relatively high atomic mass ratio calcu-
lated for the oxygen, almost twice the value report-
ed for many microorganisms. The ashes content was
comparable to the lowest values reported by Sanchez
and Mata [30] for eleven edible fungi species, and was
closer to that of Pleurotus sajour-caju (5.84 %).

Results for elemental composition of collected
samples measurements and the calculation of relative
atomic mass ratios of the fresh picking beans waste
are shown in table 2.

The chemical carbon composition of the fresh pick-
ing beans waste was in the same order of the values
reported by Parikh et al. [28] for biomass grown on
waste from different sources. According to that group,
the carbon content was only higher than those report-
ed for rice hull (40.6 %) and cotton stems (41.3 %).
On the contrary, hydrogen and oxygen contents were
average compared to equivalent results [28].

Data obtained from empirical formulas for the two
highest components, subject of elemental analysis, are
shown in table 3. They were used to deduce the pro-
cess’ stoichiometry. Significant values from tables 2
and 3 were further applied for calculation, in spite of
showing just two decimal digit values in the case of
the formulas.

There was a marked difference in the elemental
composition of P. ostreatus, compared to that reported
for Aspergillus niger (CH, 0, ..N, ;) [31, 32], which
was quite more similar to that of the Kluyveromyces
marxianus yeast (CH,,,0,..N,,) [33]. The elemen-
tal composition does not vary for the most dissimilar
biomasses; but growth conditions, either nutritional
or environmental, are responsible for small variations
[28]. This composition places the P. ostreatus strain
ceba-gliie-po-010606 with a molecular mass slightly
above the mean value established for microorganisms,
approximately of 25 g/mol [19].

Calculation of the stoichiometric coefficients

The stoichiometric equation and the balances were es-
tablished from data shown in table 4 as follows:

aCH, 4,0, 4N, s +BNH, +70, X CH, .0, 4.N; 2
+38CO, +¢H,0 (11)
Ca=1+39 (12)
H: 1.81c + 3B = 1.83 + 2¢ (13)
0:081a+2y=084+28+¢ (14)
N: 0.150 + B = 0.26 (15)

The reduction degree for the solid waste was calculat-
ed (data shown in table 3). Data summarized in table 4
was used to calculate the biomass of the fruiting body
of P. ostreatus. With this information, the electron bal-
ance of equation (6) was set:

A: 3.70 - 4y = 3.39 (16)

The solution for the system equations (8) through
(12) providedthestoichiometric coefficients: o.=1.2689;

Table 1. Elemental composition dry base for the Pleurotus ostreatus biomass

Mass percentage Atomic mass Relative atomic Atomic mass ratio

Element (dry base) (g/mol) mass ratio (mol/g) (mol/mol-C)
C 36.132 12.011 3.080 1.000
H 5.552 1.008 5.508 1.831
N 11.066 14.007 0.790 0.263
S 0.355 32.065 0.011 0.004
(o] 40.355 15.999 2.522 0.838
Ashes 6.540 - - -
Total 100

Table 2. Molar elemental composition of the fresh picking beans (Phaseolus vulgaris)
waste

Mass percentage Atomic mass Relative atomic Atomic mass ratio

Element (dry base) (g/mol) mass ratio (mol/g) (mol/mol-C)
C 39.875 12.011 3.464 1.000
H 6.047 1.008 6.261 1.807
N 6.727 14.007 0.501 0.145
S 0.201 32.065 0.007 0.002
o 42.980 15.999 2.543 0.809
Ashes 4.170 - - -
Total 100

Table 3. Empirical formula and molecular masses estimated for the picking beans
(Phaseolus vulgaris) waste and oyster mushroom (Pleurotus ostreatus) biomass

Composition (mass percentage,

Molecular mass

Product dry base) Formula
C H N O S (g/mol)
Rvulgaris  39.875 6.047 6727 42.980 0210  CH,, O,,N,, 28804
waste ’ ' ’
P ostreatus  36.132 5.552 11.066 40.356 0.355 CH, ..O, . N 30.949

1.8370.84° '0.26

B =0.0790; y = 0.3494; & = 0.2689; € = 0.3495. They
were used to formulate the stoichiometric equation.
Due to its simplicity, only two digits were reported for
the stoichiometric coefficients (17):

28. Parikh J, Channiwala SA, Ghosal GK.
A Correlation for calculating elemental
composition from proximate analysis of
biomass materials. Fuel. 2007;86(12-13):
1710-9.

29. Cuiping L, Chuangzhi W, Yanyongjie,

Xv . .

Haitao H. Chemical elemental character-
1 '27CH1.81 NO.M +OO.73 +008NH2 CH1.83N026OO.71 istics of biomass fuels in China. Biomass
+0.27C02 +0.35H20 (-l 7) Bioenerg. 2004,27(2):119-30.

Parameters estimated with the stoichiometric
equation

Theoretical biological efficiency

Taking into account the amount of ashes and water of
picking beans waste and P. ostreatus biomass, it was
estimated that the expected biological efficiency from
this system is 867.49 g FDM/kg SDM. This result aris-
es as a model for the efficiency that must be achieved
for certain substrates and strain specific conditions.
Several authors have optimized the growth medium
for different P. ostreatus strains [34]. Nevertheless,
the maximal efficiency reported for the process at
20°C was 261.89 g FDM/kg SDM [35]. Hence, these
levels could have been further improved, since they
represent just 30.18 % of the estimated theoretical

Table 4. Reduction degree (l) of picking beans (Pha-
seolus vulgaris) waste and the oyster mushroom (Pleu-
rotus ostreatus) biomass

Component Efmplrlcul A (electrons/mol C)
ormula
Phaseolus CH, 4,006 No 15 3.7540
vulgaris waste
P ostreatus CH, .0, ..N 3.3660

1.8370.84 0.26
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value according to our results. Noteworthy, the bi-
ological efficiency depends not only on the attained
nutritional balance, but also on other environmental
aspects such as: the water retention capacity of the
substrate, aeration and the relative humidity at differ-
ent culture phases, among others [3].

Mean coefficient of breath

As defined for this parameter, the coefficient reached
0.77 mol CO,/mol O, a relatively low value compared
to that reported for the fungal aerobial growth. The
breath coefficients commonly derive from increased de-
mands for energy to synthesize the enzyme complex-
es required to produce simple sugar molecules during
growth, as reported for A. niger growth on citric wastes
[36]. Another plausible explanation comes from the
CO, retention that occurs in growth bags, which could
slightly modify the fungal growth metabolism.

Specific air consumption

The air consumption was calculated for normal tem-
perature and pressure conditions, being estimated as
1.36 m*kg FDM. This indicator demonstrates that the
fungal growth demands a non-significant amount of
air to produce a ton of products.

Metabolic heat

According to equations (10) and (17), metabolic
heat was estimated as the heat release equivalent to
16 576.47 kJ/kg FDM. A huge amount of energy is
normally released in the form of heat during solid fer-
mentation processes due to metabolic activity [37].
This parameter is scarcely estimated by experimenta-
tion, being most frequently calculated from stoichio-
metric balances [38] similar to those developed in our
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work. For example, Gonzélez et al. reported metabol-
ic heat values for the growth of A. niger of 16 000
kJ/kg FDM, very similar to ours. This implies that
the adjusted stoichiometric equation generates values
which are in agreement with those previously report-
ed for fungal growth.

Conclusions

A proximate stoichiometric equation was developed
to describe the aerobial growth of the Ecuatorian P.
ostreatus strain ceba-gliie-po-010106 on local picking
beans (Phaseolus vulgaris) harvest wastes. Empirical
formulas were established to describe the elemental
composition of fresh sun-dried picking beans waste
(CH, 4,0,N,,5) and that of the mushroom biomass
(CH1.83C.)O.84 0.26/° L.

In this paper, the results of the proposed stoichiom-
etry supports the estimation of key parameters for the
development of fungal solid fermentation processes
based on mathematical models with a mechanistic
approach. They included the theoretical biological
efficiency (867.49 g FDM/kg SDM), the mean respi-
ration coefficient (0.77 mol CO,/mol O,), the specific
air consumption to grow (1.36 m®kg FDM) and the
metabolic heat (16 576.47 kJ/kg FDM).
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