
UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO 

UNIDAD ACADEMICA DE LOS CICLOS PROFESIONAL Y DE POSQRADO 

DEL COLEQIO DE CIENCIAS Y HUMANIDADES 

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS 

ESTABLECIMIENTO DE LAS CONDICIONES DE PRODUCCION DE 

llPlllllllll 

VITAMINA B12 PARA EL CULTIVO CONTINUO DE 

Propionib1cterium •hermanil 

T E S 1 S 

QUE PARA OPTAR POR EL QRADO DE 

MAESTRIA EN BIOTECNOLOGIA 

PRESENTA 

ALEJANDRO ALBERTO AZAOLA ESPINOSA 

TrSIS CON 
FALLA DE ORiGEH 

1110 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



CAPITULO I 

INTRODUCCION 

una dieta que incluyera higado, 

terea de descubrir la substancia que provocaba la curacion:o hasta que 

en 1948, 

el grupo de E.L. 

F•:•l k•:.t· en E. U. A •• 

Smith en Inglaterra y por el grupo de Rickes Y 

Vitamina B12 (Lehninger,19751. En la figura 1 aparece la estr~:tura 

vitamina pot· mililitrQ. Es L~n comPL~esto impor~ante para la maduracion 

de las celul~s sanguineas y como factor de crecimiento en muchas 

especies animales (Florent & Ninet, 1':179). 

ncd:.c1ria en lc1s ri..~miant.es ·=iue iar1 cit.ros anirnales:o debidc• a q•.~e ne• 

pueden metabolizar el acido propionico producido por la fermentaci~n 

bacteriana del vume1i <Kasiro & Ochoa~ 1964). 

La vitamina B
12 

es ·=·=·fa,=t.,:•r, er1 fc.rrn¡;;, de coenziroa e
12

, de 

la rnet.ilrnalc•nil-Cc1A-mut.i:\sa; er1:zirna gue it'"1t.erviene en la c•>,idaci•:•n de 

los acidos grasos de numero impar. Los enferrnos de anemia perniciosa 
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rne:t. i l roc1 l eot-.i ca) • El 

adro i t-.i s t.r at· est.a vitamina 

La vit.aroina B12 t.arnbie:r1 participa ce•rn•:• int.e:nne:diarie• en la 

t.rar1sferer1cia de •:in1pe•s rnet.ile• del N5-rnet.ilt.et.rehidt·e•f•:•lat.e• a la 

HS-CHz-CHz~CH-coo- _____ , 
I 

H~C-8-CH~-cH~-cH-COO-
~ ..:.;. ~ / 

NH3 Nf-13. 
Hc1rnc1c i s te i 1,..ra Met. i 1:1n i ria 

Peor ot.r a parte, 

carbono adyacentes. 

de 2 del r i b•:•t"1l1c l eot. i de• al 

2'-deo>~inucleosido trifosf~to (Cohen, 6M1979): 

-C1--C2- ------> C1--C2-
/ I / 1. 
}<: H H ~~:. 

vi t.arni ria est.ct 

bet.a-rnet.ilaspart.at.orout.asa. Esta t:::nziroé:1, presente en bacterias del 

gran afinidad por la coenzima Bi2· 



forma de cc•er1zima, Participa en la reaccion de deshidratacion del 

1, 2-propanc•diol a propionaldehido y de eti lengl ic•:•l a 

beta-hidroxipropionaldehido. 

En el caso de las prc•pic•nibacterias, el prc•cesc• mat-abolico de 

maycw imp•::irtanc:ia es la prodlicc:ion de a•=ido propionico. La cc•enzirna 

B12 jliega tm papel rntiy irnpcwtante •:;:n la sirotesis de intermediarios 

de este 

llev<i 

rnetilrnalonil-CoA a Succinil-CoA CKasiro & Ochoa, 19641: 

Meti lrnal<::•t-.i 1-Cc•A 8•.iccini 1-CoA 



CAPITULO II 

BIOSINTESIS DE LA VITAMINA B1.2 

La biosintesis de la vitamina B12 se inicia en condiciones 

anae rob i ca s con la fcor-rnacion del sistema de la cor-rina, y bajo 

condiciones aer-obicas, 

5,6-dimetilbencimidazol 

se sintetiza y se incorpora el ni..~cleot.idc• 

(5,6-DMB> 1). El acido 

del t.a-arninc•lev1.-1l ir1i•=•:; (del ta-ALA> es fc•rrnado corno:• res~1ltado de la 

condensacion de la 9licit1a con el acido succinico. En seguida~ la 

condensacion de dos rnoleculas de delta-ALA forman el porfobilinogeno. 

Est.c•s cornp1..~.:stc1s scir1 prec1.~rs1:1res de la bic1sir1t.esis de la vit.amina 

812 y de otros compuestos tetrapirrolicos, como son las porfit·inas~ 

heme• y •=l•:;rc•fi las. s. 195·;1). Las enzirnas q1.1e 

inician esta via biosintetica son la delta-ALA sintetasa y la 

delta-ALA deshidrat.asa, respe•=tivament.e (fi91.n-a 2). Se f·1a •=•::insideradc• 

tetrapirr•:;les Las•=e 11 es, J.' 1';160, 1966; Burt.c•n, (';,, 1981). La 

actividad de ambas enzimas es de 4 a 5 veces rnenor en extractos 

•::ibtenidc1s de Crt!::CidC:lS en 

rnicroaer1:1filicas y cc•n 11.iz:o aunq1~~e e:r1 celulas ci:1rnplet.as el efe•=t.•:1 del 

c•xigenc• es rnenc•t" <Men•:or-1, A., 1967 y Burtc•n, G., 19c:1). 
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bic<'sintesis del LW•:.genc• III, la metilaci•:.n del lffC•geno III, con la 

descarbo>,ilacion sirn•.1ltanea de la cader1a lateral del acido a•=et.icc• et·1 

el carbono 12 del anille• C <Sc•:.t.t, A. I., 1975). Se ha demostrado r.¡ue 

la metionina es la f1.1ente de •:irupos rneti lo del arii llo c:ot·r inc•ide 

<Cespedes, B., 1986). F·ost.er iorrnent.e se incorpc.ra el cobalto en la 

molectila rneti lada derivada del lffOgenc• III, formando la •=cwr i f fr1a 

<Bykhovski i, V., 1976>. Esta it1ccwp•:•racicw1 es •Ana c:ondicior1 necesar·i a 

para la si•3uiente redi.1ccio:wi. aco::irnpanada de L1t1a rnetilacior1 adicional y 

la r•.1ptw·a del p1.1ent.e rnetir10 ent.re lc•s aní. l los A y D, fcwrnando el 

A. I., 1'375; v., 1':i76l. La 

arn i dac i cor1 de 

diferentes momet·1t.os de la síntesis, siendc• lE:< gh1tarnir1a la fL1ente de 

lc•s 9n.1po::is amida <Yeliseev, A. A., 1986> 

[). ' 

5,6-DMB se a ls1 vi tarnir1a el t11..~cleotído 

la coenzirna 

B12 (H•:.t"Í.•;¡, J.A., 1978i Hollri;;,.3el, V., 19:::2). 

el get1ero de las propionibacterias posee l~s 

incluyen enzimas deshidrogenasas unidas a membrana (Prit.chard, a., 

G., 1977; I>e Vries, 

1 ·;:-173) ' y PC•See las enzimas del ciclo de los acicos 



tricarboxilicos, irrt:.ennedi ar ic•s de esta via 

(I'bragirnova, S., 1980a, 1980b). Cuando la bacteria crece en 

condiciones anaerc.bicas la car1tidad de citc•crc•rnc•s es rnaY•:•r ·~lle en 

cc1ndiciories aet·c1bicas (De Vries, W., 1972) y est.c• tal vez se debe a 

la inhibici•::.n del O>dgenc• sc•bre las er1zirnas delta-ALA-sintetE1sa y 

delt.a-ALA-deshidratasa, que contro~an la via de síntesis de estos 

<Lascelles, .J., 1960, 1966). Asi tarnbien, Mene~ (1967) 

la a•=t.i vi dad de del ta-ALA-sintet.asa en e>(tractos 

cel•-~lares. cre•=idc1s er1 c•:1r1dicic1nes aer1:1bicas:o es cerca del 60/! de la 

actividad encc•ntrada er1 e>~tract.cis cel•Alares crec:idcis en c:11..~sencia de 

Mient.ras la enzima delta-ALA-deshidratasa de 

microorganismos crecidos en condiciones aerobicas es de un 10% de la 

encor1t.rada en Peor las 

<Prit•=har-d, G., 

1977; I 'bragirn•:•va, s. , 1980 l. 



CAPITULO III 

PRODLICCION [>E VITAMINA B12 

La prodl1ccion de vitamina B12 se t•asa en la actividad 

metabc•l ica de los micrcn:•rganismc•s, ya ql1e no hay evider1cia de Cflle las 

plantas superiores o el hombre la produzcan. Otra fuente de vitamina 

es el higado d•:;. animales SL1perio::ores, p¡¡;ro debido a su t•ajc• •=or1t.enido 

( ;:,pro;:ixirnadamente ppm), l1:i convi(:rt.e en 1.~n material ant.ieconornic1:1 

para su produccion. Por otro lado. la sit1tesis quimica de la vitamina 

es rn1.1y laboric.sa~ ya ql1e reql1iere de 70 pasos para Sll prc•dll•:cion 

<Rose, A.H., 19781. 

Varios microorganismos p1·oducen vitamina B12 <tabla 1); ~o 

en la 

Er9ei9Di9~f~§ri~m Y E§§~9gm~D~f§~§, 

prc•dl1ct.i vi dad. 

las del 

son las mas usadas por st~ alta 



TABLA I 
PRODUCCION [lE VITAMINA B12 

POR DIFERENTES CEPAS 

CEPA FLIENTE DE CARBONO VITAMINA B12 
( rn-3/L) 

Micr·c•spcora sp. 91LICC•Sa 11. 5 
Nc•cardia ru•3c1sa 91L1cosa, melaza 14.0 

de cat·1a 
Propionibact.erium 

freL1denreichi i •;11..~cosa 25.0 
P. shenoan i i •31LICOSa 23.0 
P. sherrnatüi •31LICC•Sa 2E:. O 
P. sherrnanii •:slucc•sa 39.0 
P. virmiel 1 i glucosa 25.0 
P. deni t.d ficar1s t"ernc1l a•=hcl 59.(1 
s. cil i vace1.~s g l 1.1c•:•sa, la•=t.c.sa :::. 5 
Bacterias rnet.anc•-
gerdcas rnetanc1l 35.0 
Methanc•baci l 1L1s 
c•rne 1 i ansky rnet.anc•l E:.8 
Preotc•aminc•bact.er 

n1ber· rnet.anc•l 2.5 
N•:•cardia gardr1•:.t· i h•:>(Etdecani:i 4.5 

Fuent.e:Florent. & Ninet., 1979. 

REFERENCIA 

Wagrnan (1969) 
Fano. It.al (1971> 

Uclaf (1960) 
Speedie (1960) 
Chinc•in (1965) 
Pierre! SPA<1%5 
Pliva TFKP (1'~64 

Merck.!<C:C•. ( 1971> 
Terada (1959) 

Richt.er 1:1. (1975) 

Peniskf·1ava (1966 

l<i:ij ima <1°n6> 
l<yc•wa H21kk•:• 1970 

En especial dos especies del genero de las propionibacterias; 

<Florent. & Nine+, 

1979) y 

B.D., 

( Yor";:isrn i t.h, B. y P. Apiraktivongse, 1983) 1 parecen ser las que 

presentan mejores características. 

investigacion se han llevado a cabo para determinar los factores que 

afectan la produccion de vitamina B12· 

genero se les ha considerado usualrnente como anaet·obias ~acL~ltativas 



o microae~·ofilicas IYongsmith,B. y P. Apiraktivongse. 19831, y toman 

s~1s reo:i1.1erirnientc•s energet.icc•s de la fennentacion de lactato y de 

gl1.~c 1:1sa para prodi..~cir acidc• propic1nicc• 1 a•=et.at.c1 y bic1>(idci de carbor1o 

<Pr·itchard, 

l'il?:!I, 197'.ZI 

L"i., 1977¡ 

Millni;.w1,A., 

I'bra·;:iirnc•va, S., 19:=:oa, 198Qb; De Vries, W., 

1957), por lo que el efecto i~,lbl~orlo ~il 

acidc• prc•pie•nicc• S•:>bre el crecimient.o INarnba, A., 1983) ne• debe de 

existir cuando la bacteriA se desarrolla bajo condiciones aerobicas. 

Los requerimientos nutricionales para las propionibact.~rias son 

variados. 

no son indispensables para el crecimiento ya que 

estas bacterias poseen las enzimas necesarias para la prodi..~ccion de 

lcis C\rnir1c1acideis que re•'.::41..~ieren. F'or c•t.r•:• lad1:':0 Cisman ( 19€09) deroc•st.ro 

"lW~ l~ ~lfa-alanlna,la beta alanina y el acido aspartico, estimulan 

el crecimiento y la produccion de la vitamina. r"" Vt"io::s 11972> 

encontro que dL~rante el crecimiento de E· ~b§Cillª~ii~ los aminoacidos 

alanina~ cisteina y serina se agotat1 ml~Y rapidamente. 

Con respecte• a otras f~1ent.>:;,s de nlt.ro•;¡o::no, este gen.,t"c• ~it.i liza 

fc•sfat1:1 de arn•:•rti1:1:- asi ccirnc\ la 1.,ret:\;< <Hett.in•::ia, D., 197.2) y ~21 agi_u:, 

de cocimiento de maiz (Santana~ C.:- 1983; Cespe•jes:o B.:o 1986>~ 

Se ha estl!dilldci el efect.1:1 d•:?. dive1··sr::1s fl~ente.s de carbc1r1c1 sc1bre 

lt-t prc1d1,,~1::1=iot"1 de vit.c\rnina B 12 y se ht:1 i::ibr;ervc,dc· ·=tue lt:,-z rnejc·1·~~ 



scir-1 la gli.1cosa y el acidc• lact.i•=•=• (Lee, H., 1974; Osrm:1n, R., 1966, Y 

BL1l lerrnan, L.' 1966). 

del 2~;, 

vitamina, 

ambas presentan Liria buena pr•:idL1cc ic•n de rnasa celL1l at· y de 

rnej1:1randose Cl~andi:• estas ft..~entes se a1:c1rnpc::1r1an de e>~t.t~act.c1 

de levadw·a. 

En la tabla II, se encL1ent.ran resLunidos lc•s datos de varios 

reportes para la obter1cion de la vi tarnina B12• el LISO de di ferer1tes 

lactato::•, s•.1ero de leche, e:•t.tract.o de 

leyadura indL1str iales 

a9Lla de rnai z y l iccor mostrandose sus 

rendirnient.cis en la rnisroa tabla. En ·:i•:::neral'! estcis sustrat.c•s preseritc,r1 

dos fL~ent.es de 1=c\rboni:1: gl1...1cosa y ac:idc• lact.ic:•:1:- en forma de 

sustratos simples o complejos. 

Una completa de vitaminas es irnportante para el 

crecimiento y la produccion de este metabolito. La t.ic:"'rnina es 

La riboflavina estimula ~l 

crecirniento, 

cultivo IHettinga, D., 1972 y Osman, R., 1969). 

El acido pant.1:.i:.enico .. 3s Lln ft-1.•::t•:1r .. ;:s .. ~n·=ial r-·cnwC\ el ,=recimient.1:1, 

lo mismo que la biotina y el acido para-aminobet1zoico. Cl~ando ~i 

produce u11 aL~mento en el 

crecirnientc• y en la síntesis de la vitamina bajo condiciones 



TABLA II 

F'RCIDUCCION DE VITAMINA 812 CON EL GENERO DE LAS 
F'ROPIONIBACTERIAS USANDO DISTINTAS FUENTES 

DE CARBONO Y NITROGENQ 

MICROC1RGANI8MC1 SUSTRATOS VITAMINA B12 
rno;/L. 

REFERENCIA 

P. fre•.1denrei•=fü i rernc• lacha 11. 5 Grant ... D. 1960 
P. frelldenreic:hii glL1c:osa. e>:t.. 

levadlu-a 14.5 Riley, f', 1961 
P. frelidenreic:hi i 9l1..~i::1:1sa, •:>l icir1a 

e>~t.. levad•.wa 22 .. 0 Lim, R. 1968 
P. fre1.1denreic:hi i lact.at.o 1.3 I 'bt~c:,•3iroc1va 1980b 
P. shennani i i;tlt~cosa 23.0 8peedie8cH•.il l, 1960 
P. shennanii 1CiC't.i1::c1, amc1nii:i 

(:,~++ 1. 6 Vorc·b' eva, I. 1964 
P. shermc.ni i st,e.rc1 le1=f-·1e:- e~<t .. 

levadLa-a, Ccc++ 11. 2 Berry, E. 1966 
P. shennat·ti i ·:Jll~ccisa, E:!>~t. 

levad•.u-a ri .. d" Lee:- H. 1974. 
P. sherrnard i 1act.i1=•:1, e::<t.. 

levad•.ira n.d. Pritc:hc.rd,9.1977 
P. sherrnanii 1 act.at.1:1 n.d. I'bragirnova,1980a 
P. sherrnanii .JLl•OIO 1::c1cidci de 

limeon, ACM 6 .. 35 Perez, M. 1',83. 
P. sherrnanii J1.igo C:C•CÍdO de 

limeon, ACM :2.55 Santan~t, c. 1983 
P. sherrnani i g 1 l41:1:1s;::,, 1 ii::c1r 

de s•:•Yt:1 4.0 Yc·t·19srnit..h,B.1983 
F'. sherrnanii* 9l1.,c•:1sa:- e~.::t.:. .. 

levadura, caseinél 15. (1 Y•:•n9srn i t..h, B. 19::12 
J.9:::3A. 



anaerobicas de crecimiento de E~_!b![ffi!D!! 12odrow, K. y O. St.efaniac 

19€.3a; 1963b; Cespedes, B. 1986.) 

Berry y cccl. (1966)' estl1diaron el efecto de varias 

15 y 25 ppm.I para la produccion de 

vitamina con E· !b![ffi.!!'.!ii en un medi·::. cc•nteniendc• Sl1ero de lecf·1e y 

empleando diferentes niveles de aereacio:ln. Estos autores encc•nt.raron 

lU-1 efecto marcadc• en la prodll•=cion de vitamin<1 B12 con 5 ppm. de 

c:o++ en todos los niveles de ae1·eacio::•n. A rnaycores concentraciones 

de C•::o++ no se detecto lm alimento sio;,it"ii ficat.i ve• en la prc•dll•=cion de 

vitamina 

La adicion de 5,6-dimetilbencimidazol (5,6-DMB> 

c1.1ltivo para la pro::.d1.1ccion de vitamina con el 9enE'.!r•:• de las 

propionibacterias, ha sido necesaria solo:• •::liando el cl1lt.ivo es en 

condicic•nes ar1aerobicas 1 ya •=tL~e est.a rr11:1le1=1Jla se fc1rrncl a part:.it· de la 

riboflavi11a en ccor1dici•::o1·1es aerc•bicas CHoll1-iegel, V. 1982) 

la tempet·atlffa optima pa1·a crecimiento y la prc•dl1ccion de 

vitamina B12 por E· 

fennenta·=ion de 6.85 CZc•drc•w, f<., 19€.3a). 

prop i c•n i bacterias, 

ofrece <tabla II>. 

dos fases. La primera, en condiciones anaet·obicas, para la obtencion 

.., 



aerobicas para la sintesis del nucleotido 5,6-DMB CFlorent y Ninet, 

1979; H•:•l l 1·ie9el, 

la q1.1e pc•steriorrnente, d1.a-ar1te el 

procese• de e>(traccior1, se •=iamira para est.abilizarla (Sp>!:edie 8< HulJ, 

1970). 

Con base er1 lec ar1t>!:r iot", vari•:lS a1.1t•:1res repcwtan 1 a Pt"C•dll•=cion 

de vitarnit"1a en dc•s fases <tabla II§.) ,bien sea en Pt"C•cesc•s er1 lote 

<Ycw19srni t.h, 

Serry, E., 

B.' 

1966; 

1983~ I'bra-;irnova, 8.' 1980b; Perez, M. J., 1988; 

8peedie ~, H•.111, 1960; V•:>rc•b'.:va, L., 1964; 1:>r-ant., 

[l,, 1960), en proces•::<S de Cl1lt.ivc• cont.im10 con E> §b§t:!!!§.t:!ii (Lee, 

H., 1974; Prit..c:hard, G., 1977 y Ri.ley, P., 

( TllSCh i 9¡:,, Y.' 1980)' y 

<Y•:•r19srnith, B., 19E:2, 19:::3). 

De los procesos en cultivo continuo, el de Riley (1961) es el 

mas cc•rnplet.1:1 pc:1ra lt1 prod1..,cci•:ir1 de 1:iC\r1c11::i:1bala111ina .. El a1..~t..;:ir aclc,ra 

qlle es ltt1 trabajo preliminar para examinar la potencialidad del 

aerobia, con t.iempos de 38 hc•ras para la priroe1·<1 fas•:= y de 60 horas 

pat·a la se•;;iur1da, c•bteniendo 8 rn·:i/L. y 14. 5 rng/L. de vit.r~mir1111 B1 2 ll!lf'I 

ca.dr< fase, Est.e tr~<bmdc• f~~e rE<atlizado •:ir. dos f•llrrnent;;,.:fores, el 

primero de 4.0 L. para la primera cor1dicion y de 10.0 L. pat·a la 

Corno la prc-d~iccion de vitamina es parci.alrn'-'r1t.e asociada al 



Hicroor9anismD 

TABLA 11 A 

PROCESOS PARA LA PRODUCCION DE VITAMINA 812 

Componentes 
del medio de 

de cultivo 

Proceso de 
fermentacion 

Referencia 

------------------------------·-----------------------------------------------·----------................. ________ 
P. freudenreichii lactato lote anaerobico l 'bragimova, 1980b 

P. freudenreichii lactato lote •icroaerobico l 'bragimova, 1980b 

p, freudenreichi i lll!lazas de lote aerobico Grant, 1960 
re110lacha 

P. shermanii lactato lote aerobito 12i. 02 l 'bragimova, !980a 

P, sher1an ii glucosa lote 0.01!0. l vvm Speedie~hull 1 1960 

P. freudenreichi i Y.E., glucosa c. continuo anaerobio/aerobio Riley, 1961 

Pseudomonas AM-1 metano! C. continuo aerobico Tuschiya, 1980 

p, shermani i glucosa, licor lote microaerobico Yongsni th, 1983 
de soya 

P. denitrificans reJ110!acha, betaina lote aerobico Merck & Co., 1971 
glutamico, 516-DHB 

P, sherman i i Y. E., Suero de lote anaerobico/ .21Svvm Berr)·, 1966 
leche 

P. shermanii lactico,sulfato de lote anaerobico 'lorov' eva, 1964 
amonio, Ca. 

P. shermanii Y.E. lactico c. continuo anaerobio/aerobio Pri tchard, 1977 

P. sherean i i Jugo cocido de lote anasrobio/aerobio Pere:, 1983 
limen, ACM 

P. sherman i i Jugo cocido de lote O. 01/0, I vvm Santana, 1183 
limen, ACM 

P. shermani i V.E. 1 glucosa c. continuo anaerobico Lee, 1974 

P. freudenreichii V .E. 1 glucosa lote microaerob ico Li•, 1968 
glicina 

P. sherman i i Y.E., glucosa ce lulas micro1erobico Yonqs~i th, mr;, 1983a 
caseina im~ovi l izadas 

----------------------------------------------·--------------------------------------------------------------
('{. E.l extracto d;; levadura 



l<ralo::.va, B. 19:0:5) y siendo L~n producto que no es liberado al 19E:3i 

medio, los estl1dios de I ºbra9imcova ( 1980a, 1980b) y de Prit.ch21rd 

<1977) cobran irnF0cortancia para el est•.1dio de la cobt.encion de est.a 

vitarniria er1 una sola fase de aereaciori. 

Pritchard realizo experimentos en los cuales observo el a•.1rnent.o 

de roas a de §b§:t:!lletlii conforme se awnent.aba la 

ccw1c:et1t.racion de o>d9enco disl1elt..::. en el medio de Cl1lt.ivo:o, de O. O 

v.v.m. a 0.76 v.v.m. de o>:i•;;ieno pln-o::i; cconcll1yo "!lle a part.ir de 0.24 

v.v.m. y hasta 0.50 v.v.m. se triplico la masa celular, en tanto que 

baja considerablemente el crecimiento cell1lar Cllat·1do se emplean 

r1iv€!!§¡¡¡ rnaycwes de 0.50 v.v.m. de co>d9enco. Est.a t·espl1esta, se d.;:.bio, 

segun el autor 

metabolisrnco aercobico::i". Peor otrco ladeo, I'bra·:iirncova (19:3(1a1), lle·;io::ia 

res1..1ltado::is sernejarrtes, al awnent.ar hast.a lm 12>: la co:mc:ent.racion de 

C•)dgeno del <.::l1lt.ivco y observo lm a1.11net1tc• en la velc•cidad especifica 

Corno ~e puede vet-~ l1:1s esft~ewz•:•s t-es\l izadc•S PEtt·a la prc1d1,,~ci::ic•n 

d•:r: vitarnin;;, B12 h21n sidc• ml1c:hos y variadc•s, desde ferrnent.ac:ieor·1 en 

l 1::it.e cc1r1 di ·Ferent.es •=orsdi•=iccnes de ~0:2t·eacior1 1 pasetndo P''r cul t.i ve• 

c:o::orrt:.:lr1•.1•:• hs1s:t:.r., E~l llSCo de cel ~il as inrno::ov i l izadas. S·:r: han pr•::ib;:1do -

i:livet·seis rn•::::dios de ,=ultiv•::i:o sirnpl~::s y ,=ornplejcis cc•n el c1bjet.ivc• de 

aLJmentar la pt·oduccion de este metabolito. 



C:AF'ITULO IV 

ANTECEC>ENTES Y JLISTIFIC:ACION 

Come• se ha pcodidc• observar en la infcormacicor-1 present.ada 

ant.er i cirrnent.e:o 

de vitamina 812 muestran el gran interes que existe por parte de la 

industria farmaceutica y alimentaria. 

Actt.ialro1~r1t.e Me:>ci1=0 es t.fn irnpc1rt.adc1r de 1=ianc11=c1balarnina, c1...iyo 

costo en el mercado internacional es de$ US.15,000 a 20,000 por 

con una pureza del 95 al 98X. Nuestro pais importa por ano 

a•=ti vi dad de vitamina B12• l•:• qLie indica la dem<<t"1da de este 

prc•ducto. <Cespedes, 1986) y que su importacion se incrementara en 

los sigL4ientes anos. 

F'ara el genero de las 

capacidad de prcu:lLKcio:m <f<arnihlbo, T. y •=•:•l. 1978). L<1 ventaja del 

uso de este microorganismo et1 los pt·ocesos it1dustriales de produccion 

de vitamina B12 es la capacidad de producir el nucleotido 5,6-DMB, 

caso que no se presenta en otros microorganismos 

usados para la produccion de esta vitarnina, donde es necesario 

adicionar este compuesto <Merc~c & Co. 1971). 



Dada la importancia de esta vitamina para Mexico, se destacan 

al9Lmos est.•.ldios realizados en este pais para la •:•t•tencion de est.e 

metabc•l i to:. usandc• fLientes di fer entes a la g hicosa, cc•rnc• es el acido 

citricc• por de desect"ic1 de la 

industrializacion del limon mexicano CPere:z M,J. 19811. El objetivo 

este prod1.1c:tc•, que P•:•r SLl dificil elirninac:ion y •;wan riqLie:za en 

nLit.r lentes, 

Los de este bajo 

apr1:.vec:harnient.c1 pc•r parte del E!.._§b~t:ffi2t:!ii de lc1s c1:z1.~cares de est.e 

si..~st.ratc•. Este trabaj.:• es cc•r1sideradc• •=i:irn•:• un inicic1 de citrcis 

prc1yectos d·~ invest.i·3a1=ic•n en1=arnir1adc1s ~' est.1.~diar la prc1duccior1 de 

est.a vitarnir1a. 

Sant.ana (1983) 

partir de sus resi..~li:.c,dc·s~ de:se1::ha el 1..1sc1 del j1..~·~o cocidc• de lirncan 

ccirno f1.~ente de azi..~·=ares para la prc1d1.~,=·=i•::•n de la vitarninE1 cc1n E~-

YD que el crecimiento celular y la prodi..~ccion de vitamina 

es rnet"lc1r gue cuer1dc• se 1..~t.i l izc, ·:il1.~1=osa cc1rn1:• f1.~erite de carbono. Baje• 

las mismas 1=ondic:ic•nt:s de estudio, la ª'~~tc•ra prc1pone est.1..~diar con mas 

profundidad los niveles de aereacion para inct·ementar la prod1..iccion 

de esta vitamina. 

Cespedes, B. (1986) desarrollo uti medio de cultivo para la 

produccion de esta vitamina, 



prcivenier1t.e.s de la ir1i:hAstrial izacior1 de la pina:- ·~n ferrner1t.a1=ii.:•nes 

cc•n E!..--áb§!:!!l2t:lii· Aw·o·:i•~e 1 a bacter ü, f1.1e incapaz de apr-c:ovechar 1 a 

sacarosa del medio de Cllltivo, la al1tcora desarrc•llo lit"! procese• de 

hidrc•lisis. 

cot1 glucosa corno •~nica fL1ent·~ de carbono. 

En esta investi•;,iacion se propone est.L1diar las condiciones que 

presentero Lma rnayc•r prodt1cciot·1 de la vitamina B12· Este proyecto 

forma parte de Lma serie de esfuerzc•s encaminados al esttidio de los 

factores q•.1e it·ot.ervienen en la sint.esis de este rnet.abcilitc., t'sando 

Est.os proyectos de irwest.igaci•:>n, ero SLI conJlmt.o, estan 

encarnit1adcos a la presentacicoro de L1na aol ter·nat.i va de produce ion de 

vitarnit1a B12 en Me>dco, ya que la demanda de esta vitarniroa rnt1estra 

una tendencia a incrementarse cc•n el tiernpo:o, pc•r le• •:¡ue el estudio de 

las C•)t"odicicoroes de prc•dL1ccior1 cobran irnpcort<:,ncia. 



CAPITULO V · 

OBJETIVO 

Establecer las c•:•ndi•=i•:•r1es de aereacion optimas de ferrnent.acie•n 

cor1 E:r.2ei2oi!:H~S!::§r.i!:!!!! §b§t:!!!~mii ATCC 13673, en ferrnentador de 4. o L. 

para la prodLiccion de vitamina B12 y generar los dat.os para 

F'ara 

proporcionada por la literatura y a los trabajos realizados en este 

laborateor io, se plant.ea realizar CLll ti VO en lote cc1n 

E:r.2ei2nief!S!::!f:!:.i!:!!!! §b§t:!!!f!Di ATCC 13E073 en •.m medie• de ·::ih1ce•sa y agua 

.;te cocimiento de rnaiz <ACM>, 11,:var·an a cabo los sio;:iL1ientes pasos: 

fermentador de 4.0 L. 

vi tarni11a B12· Los niveles de aereacicn a usarse van desde 0.01 

v.v.rn. 

v. v. rn •• 

<vohnnen de aire p•:•r vclurner1 de rnedi•::i peor rninLito) hasta 1. (1 

B.- Realizar fermentacior1es en lote~ combina11do dos diferentes 

niveles de aet"eacie•n en el ferrn"'nt.adot· de 4.0 L., inc:lLiyende• el mejor 

nivel de aerea•=ie•n ence•ntradc• en la prirner·a parte del trabajo <rnet<:< 

A), conf6rme a las siguientes propuestas: 



bajo Cmicroaerofilico) 

et1cont.r adc• anter i onnente. 

S. 2. - Uria pr irnera fase de 24 hc•rE:'\S cc•r, el mejc1r nivel de 

aereacion de prc•dliccic•n de vitamina y pc•st.eri•:wrnent.e, liria se·:i•.in.-'a 

fase ccor1 lm nivel de aereacion mayor- al encc•ntrado cc•mo •:•ptirno. 

B.3.- Ur1a prirnera fase de 24 hc•rc.s cor. el nivel de aer-eacic•n 

mayor al mejor en 

PC•ster i onoente, una segLmda fase con el nivel eric:ont.rado corno rneJc•r 

er1 A. 

B.4.- Iglial •:¡LJe B.1., pet·c· la priroo::wa fase dE:<l procese• <w1t.es 

del cambio del nivel de aereacíc1n ... sera de 48 h1:1ras. 



CAPITULO VI 

MATERIALES Y METODOS 

13673. 

A• -!2Qt:!§§!'.:Y2SiQt:! __ s!!LliLS§E2.!. se c:cor-1ser-va r·efr i•3er-ada pr-evi amente 

en t1..1bc•s c:c•n medio:• de Kr-ebs ( lac:t•:•sa-e>(tt"ac:tc• de levadw·a ) (Lapa•3e, 

s., 1':l70). Se r-ea•=tiva la cepa mediante la tr-ar·1sfer·er-1cic1 de 1 rnL. del 

med i C• de c•.1 l ti. vo a w·1 tl1bo nuevo cc.1··1 1 O rnL. del mismo medio, 

incubando durante 48 horas a una temperatura de 29ºC, sin agitacion 

B.- !!!f:s!iQ __ g§_S!dl:!::iYQ: El rnedi•:• d•:.o •=lilt.ivc• 1.1t.ilízadc• tant.cc PE1t"a 

la adaptacion del microorganismo, preparacion del inoculo y fase de 

es el :32.8 9/L.; 

(proporcionado por el agua de cocimiento de maiz CACM> sin solidos en 

suspension) 3.15 g/L.; cobalto, (como cloruro de cobalto) 0.005 

g/L •• 

les ajusto el pH a cada uno, a la glucosa a 8.5 y al ACM a 8.0. 

Despues de ajustar- el pH al ACM, se c:entrífw30 a 10,000 RPM por 15 

mir~tos a 4°C en una centrifuga Sorvall Dupont RC-5 para eliminar 

los solidos presentes y trabajar unicamente con el sobrenadante qu~, 

la •;:tlt..lCC1Sa, 



rnir1utos. El se esterilizo por separado y se agrego 

en deos etapas. En la primera, para adaptar al microorganismo, se 

trasfit·iercor1 10 rnl del CLlltivc• rea•=tivad•::. en el tLibc• de f<rebs al 

rnatraz de 250 rnl con 190 rnl de rnedio de cultivo (esto perrnite 

condiciones microaerofilicas). Se incubo a 29°C por 48 horas con 

una agitacion de 125 rpm. Para la segunda etapa, la preparacion del 

inoculo a emplearse en el f~rmentador, se transfiriet·on 20 mL del 

c•.iltivo anteric•r a Lm matraz •=•:or1 180 rnl d•:;, medio de cLiltivo. Se 

incubo a las mismas condiciones durante 36 horas. De este ultimo 

cultivo se tomo el suficiente volt~men para obtener una masa celular 

en peso se•=1:1 •=orrespc•r1dient.e c1 0 .. 27- 0 .. 31 •3/L. Se cent.rifL~·3c1 y est.r-:::. 

c~31L~las se t·est~sper1dieror1 •:=r1 300 rnL de rnt'E!dic• de cultive• n1Jevo, cc1n 

el i::.1..~al se inc•culc• el ferrnent.ad•:•r •4L~e cont.iene 2700 rnl de medie• de 

CLll ti VC•. 

D. - 21!.!i!YQ __ §tJ_f§:.t:ffi§:D~-ª~2.t:: T1:1d1:1s J. cis e;:.::per i rnent.os se l levarc•n 

a cabc1 pc1t· d1.~plicadc• en ur1 sist.erna de f·:=rrnent.aci1:1r1 (Ferrnent.at.ic•n 

Desi•::wil c•::on •.ma jan·a d·2 4. O L de vol o.unen nc•rninc1l con 3. (1 L de medie• 

La velocidad de agitacion se ajusto a 350 rpm, la 

ternperatura a 29°C y el pH se conbrolo entre 6.8 y 7.0 con NaOH al 

2(1/~ durc:tnt.e t.i:idci el ti~~rop1:1 da la ftl!rrnent.L1ci.:1n. El flujc, de c:1ire s~~ 

controlo de acuerdo a las condiciones deseadas~ entre 0.01 v .. v.m y 

1. (1 v.v.rn .• 



s•:ibre t.1:1d1:1 para el cal1=ulc• de las velo•=idades de •=recirnient.1:1:0 se 

t.omar•:m mL1estras cada ::-1 hora1s cc•mo miniroo dw·ante las primeras 24 

horas de la ferroentacion. 

E.-Determinacion del crecimiento celular: Una muestra de 1 ~L 

del caldo de c• . .lltivo se centrifugo d1.wat1te 15 roinL~tc•s a 5700 rpro en 

Lma centri füga clínica (Wifll9 rn•:ldelc• Dcu::tor). Se decanto el 

sobret1adant.e y el paqL1et.e cell1lar se lave• por dc•s veces mas con 10 

rol de agua1 dest.i lada .• Despues, el paq•.1et.e •::elL1lat· se di luye• cc•n agLla 

en •.ma prc•porcior1 de 1: 100 par· a leer en 1.,1n espect.rofotc•metro <BaL1sch 

& Lorob, modele• Speo::t.roni•= 20), a •.ma lcongit.1.1d de onda de 540 nro. El 

peso secci:o expresado en g/L 1 se calcule• 1=or1 base er1 1..~nc1 c1..~rva de 

calibracic•r1 de densidad i:•ptica er1 funcion dE!l pese• se,=c1. 

Se c1.1ant.i fico en • •n 

Croroat.c•graf•:• de •;ases <Varían rnc•delc· 3700-FIIl. Cc•llanna: 31. OV-17 en 

Chromosorb WHP 80/100. El metodo se basa en la metilacion del acido 

lact.ico, formando un compuesto de alta volatilidad. F'revic• º' la 

muestra que se quiere cuantificar, se hace una curva estandar de 

ccw1cer1t.raci.:1t"1 cor1oci•:fa d•3 acido lact.ic•:•:o c1:1r1 el mismo t.ratarnienti:i. La 

cantidad de acido lact.ico presente en la muestra se calcula por 

medicioti de la altL~ra de los picos y posterior cornparacion con el 

estandar correspondiente CGarcia-Hern8ndez, en prensa). 

Para determinar el acidc1 lc:1•=ti•::1:1 de la rn1.H.=.:st.ré\:o se t.•:1rnan 3no 

rnicrol del cc:1ldo de •=L~lt.ivc• y se c:c1l1:1cc:,r1 ~::.:n t'n vial~ se le a·~1···::::9f:l 1..'r1a 

03c1t.a de HCl al 20i~ y se deja sect.'\t· a una t.emperat.twa ·:le 60 C1C 



de BF3-rnet.anc•l Y se agita peor 12 hc<ré1s. Se le º"3ra03a p•:•st.eriorrnent.e 

0.8 rnL de sulfat.o de arnc•ni•:• al 33~:. Se a9ita peor 5 rnin•.1t.os. Despt1es 

se le a·3t·e·3a 1 rnL de cloroformo y se vuelve a a9it.ar por 5 rnint1tc.~. 

Se 1.1sa la fase or9anica para la det.enninacion del acid•:i la•:tic•:•. 

rec1liza por la t.ecnica de Tin•;i (1956). El rnet.odo se basa en la 

oxidacion de los azticares c•:in •.ma sc•l•.1cion alcalina de ferriciantlt"O 

de potasio. La cantidad reducida ·de este ult.irno compuesto se 

determina colorirnet.ricarnente a 515 nrn .• El desarrollo de color se 

y compuestos como el arsenornolibdato~ con el que forma un compuesto 

colc•r az•.11. La muestra del caldo de fet·met1tacio11 se diluye 1:50 y 5e 

fnict.osa. 

Se realizo por el metodo de 

Kjeldahl CAOAC, 1975>. 

I • -~~!::§:.t:!!!lt:!.§!fi2t .. L-fS!l!2Ü!!!~!::.t:if.§ __ gf¡ __ ~Ü§.!!.!!iD.~L-.§_!.;,;;: El rnet.c•dc• d•r. 

det.errninacii:ir1 1 .. ~sadc• ~C' el repcirtad•:• por Fischer (1'~54), qL~e se bé!1sa 

en la extraccion y estabilizacion de la vitamina de las celL~las~ por 

calentamiento de estas co11 pt·opanol-cianl~ro~ Se determina por lectura 

en el espectrofotometro a 587.5 nrn. 



de alcohol n-bl1til ice. agua : acido acetico 170:30:1>, utilizando 

unicarnente la fase inferior saturada por el alcohol. IHorig, J., 

1980; Riley, P., 1961). Corno soll1ciot1es est.andar se l1saron las 

sigllientes: 

apl icare•i'i 

problema. 

IMerckl1 5,S-DMB. (Sigma> y Factor B 

de prc•panc•l-cianlu-o. Para correr las placas, se 

10 rnicrc•litre•s de los estar1dares y de las rnl1estras 

K.-Q~i~rmio§si20 __ 9~1 __ s2~fisi§Q!~ __ g§ __ !rsQ§f§[§osis_9§_2~i~~o2 

l!;!!::§l: Se calcl1la PC•r el rnetode• del t.ransier1t.e, l1t.ilizando slllfit.o 

de sodic• para abatir el eo:•dgeneo disl1elt•:• y c•:ibalto corneo catalizador. 

La concent.racior1 de c•>~i·3!!2fl•:i dis1.~elt.c1 se lee cc•n un elect.rc•di::i de 

oxigeno de rnernbrana intercambiable INew Brunswick serie 900). Este 

e 1 ect. r odc• 

catc•do de platino, ceor1 una rnernbranc1 de eti len fhicwinado IFEPl, de 25 

El KLa deterrnit"1a la capacidad del eg•.lipc• para t.rC1nsferir 

ox i ger10 al seno de 1 liquide•, dc•nde se llevfln a cabe• las reaccie•nes 

bic•gllirnicas pe•r parte de las celulas. El Kla esta en funcion de la 

la velocidad de flujo de aire, las car~cteristicas 

9ec1rnetricas del react.c•r y del sisternc:t de ao:iitaci•:•r1~ así c:•:1rnc• de las 

caract.erist.icas rei:•lo·;licas. del rnedi1:1 de 1=1.-11 t.i ve, y de lc1s · cor1dici ones 

de ternperatlffa y presiew1 (Spriet., J., 1984; Sch1.1lt.z, J.,1956). 



La t.écriica cc1r1sist.e en a•:;it.ar y aerear el a•;:i1..Ha er1 las 

condic:i•:•nes dese<1das, dentt·c· del reac:t.cir, hast.;;:, sat.tH"<1rla de c•:•(lgene<. 

Se le agrega 0.75 g. de sulfito de sodio y 1 mL. de C0Cl2 1N. como 

c:at.alizadc•r. El s•.ilfit.c• se c•:>dda a Stllfatc• de ac:tierdc• a la si•Jtder1te 

reacción: 

A partir del rnc•rnent.•:• '1tle se le a•:irega la SC•hlción del st1lf:lt..1::i 

medio tal cc•mc• se rnt1est.ra en la figtwa ~. 

La matemática el coeficiente de 

C1=C*-1/KLa dC1/dt 

qt1e a su vez- es la ec1..~aci6n de la re•=t.a de la gráfica de la figura 4. 

La pend i er1t.e de esta recta es -1/KLª• e:•(presadc• ccimc• h-1, e"' ·es 

la c:oncent.r ac i 6r1 de o;(Ígenc• del liqtiido qt1e est.a en e'1tli 1 i bri o con la 

fase gaseosa, Sll valor corresponde al de la intersec:c:ión en el eje de 

las ordenadas. 

Los valores de velocidad de transferencia de O)(Í9er10, se 

calcularon en base a los valores del KLª· 



Tiempo 

FIGURA 3. C~wva de •::•:or-1ce1'1t.ra•::io::on d'!'l C•Xi·;ienc• 
conl.:r-<:1 t.iernp•) P•::>r el rnet..c•d•:• del 

transiet1te C•:or-1 s•.1lfit.eo de Na. 



del / dt 
FIGURA 4. Metodo de est.irnacion del c•::ieficiente 

de tt"ansferencia de c•>dgen•:• 0<1a)pcor el 
metc•dc• del transiente con sl1l fi t.o de sodio 



CAPITULO l/II 

RESULTADOS Y DISCUSION 

L2.s se dividen en 3 part.es~ 

ferment~ciones con L~t1 nivel de aereación const.~nts~ fermentaciones 

los valores del coeficiente de tr~sfer~ncia de oxigeno (Kla) para 

contar con ut1a medida de operación del reactor. 

llt1a pt·áctica común en las fermentaciones aeróbicas es la 

los resultados para estudios de escalamiento. Los 

criterio5 de escalamiento son varios, ·pero en los casos de procesos 

el KLa es uno de los más usados en el escalamiento 

w.' Wan9, D., 1979), ya ql~e este propo~ciona L~n 

repetir para comparar equipo, 

mejoramiet1to o cambio CWang, D., 1979). 

los cL~ales se calculó la velocidad de transferencia de 

(1/. T. o.). 



aereacion de 0.5 v .. v"m. hasta 1n0 v.v.mn con la misma velocidad de 

la fase gaseosa (aire) y la fase ligL~ida (agL~a), o a qL~e las turbirias 

ait·e, d~sminL~yendo en consecL~encia la transferencia de oxigeno al 

seno del liquido.. Cuando se aumerita la velocidad de agitación, el 

vt::ili:1r cíe KLa a1..imenta ha$í:.ei. 1=asi un valc1r de 90h-1. <tabla rII> 

TABLA III 
VALORES DEL COEFICIENTE DE TRANSFEFiENCIA [lE o>:IGENO 

(l<1_a), l/ELOC:IDAr' DE TRANSFERENCIA DE o;,;I13ENO Y 
VELOCWAD SUPERFICIAL DEL AIRE F'ARA CADA NIVEL DE 

AEREACION EMPLEADO 

nivel de aereaci6n 
(v v m l 

(1. 01 
o. 10 
0.20 
o. :35 
0.5(1 
Ou65 
o. ::::o 
1. 0(1 
1. oo* 

4.:36° 
9.30 

10.30 
20.:22 
30. 00 
25. 00 
36. 76· 
21.n 
:::·:i. 47 

1/ T O 
mM02/L. h 

0.5·;, 
l. C"C" 

._1._1 

2. 12 
:3 .. 5(1 
5. 61) 
5.20 
6.9'?1 
5. :30 

17.43 

V s 
crn/se·;pd o-:3 

o. 1):::0 
O. 8E0 9 
o. 73:;: 
1 .290 
1 .:340 
2.400 
2.950 
3.6.91) 
n.d. 

en todos los casos la velocidad de agitacibn fue de.850 rpm, 
e::·::cept.1:1 en ( :t:) dc•r1de se aL~rn·.=nt.ó 1 a Ct•:ii t..a•=i ón a 690 rprn. 



Se llevaron a cabo 9 experimentos~ cada uno de ellos con un 

nivel de aereación constante dut·ante toda las fermentaciones. Cada 

nivel de aereaci6n estudiado~ se realizó por triplicado. 

En la muestran los resultados de e~tos 

Se observa q~ie en todos los casos la mayor cantidad de 

mas& cell~lar se obtuvo entre las 72 y 96 horas de fermentación~ y se 

c•bserva un efecto de la aereación sobre el crecimiento y la 

produccidt1 de \1itamina 812~ lo cual se aprecia N1ejor en la figura 

crecimiento mayor a los 1!.0 g/L~ estos procesos corresponden a 0.20, 

0.80 y 1.0 v.v.mM, y solo en el primero de ellos coincide con la 

má>dma pro::iduct.ividad de ü. 172 •:;¡. células/Lhr. Los valores de masQ 

celular que se presentan en la tabla IV~ se obtuvieroti a las 68~ 94 y 

118 horas respectivamente, lo cual sL1giere que una aereacion de 0.20 

v.v.mM es la condición que fayorece el crecimiento celular durante 

las primeras 68 ~1oras 1 ya que los valores de producción y de 

productividad son los mas altos que se encontraron. 

En el de con un mayor coeficiente de 

celular~ pero esto no sucede así1 ya que se logran valores altos de 

c~lulas, pero no comparables en su productividad ~on el proceso de 

(1. 2(1 V .. V. m. ~ ya ql~e los mayores valores de concentración de masa 

celula1~ se obtienen en tiempos mas lar·gos, como se observa en las 
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FIGURA 5. Crecimien~o de P. shermanii ATCC 13673 y producci6n de 

vitamina B12 a difere'ntes niveles de aereacián 
+ velocidad de agitación 690 rpm. 
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TABLA IV 
RESULTADO DE LOS PROCESOS EN UN SOLO NIVEL DE AEREACION CONSTANTE 

nivel de Kla tie1po de produccion produccion productividad velocidid produccion productivid1d velocidad 
aereacion l/hr uxima 1axi1a de celular de vita1ina especifica especifica celular especifica 

YYI produccion vita1ina g/L 19/Llhr produccion 1gV/g.cel g/Llhr l/hr 
hr 1g/L lGpl 

1gV/g.cellhr 
.. -----------.. ---------------------------.. ------------------------------------------------------------------------

0.01 4.9 67. 3 2. 6 6. 64 0.039 0.006 0.3916 0.099 O.Ob7 
0.10 9.3 97 .o 4.3 7. 97 0.044 0.006 0.5395 0.082 0.073 
0.20 10.3 68.4 5.9 11. 77 0.086 0.007 0.5013 0.172 0.108 
0.35 17.0 93.0 5.4 B.63 o.osa o. 007 o. 6257 o. 093 0.109 
o.so 30.0 94.0 3. 9 10.88 0.041 0.004 o. 3SBS 0.116 0.107 
o. 65 25. o 69.3 4. 7 8.83 0.068 0.008 0.5323 0.127 0.102 
o.so 36.7 94.0 5.7 11. 40 0,061 o.oos 0,5000 0.121 0.100 
1.00 27.0 118.3 5.9 11.60 o.oso 0.004 o. 5086 o. 098 0.130 
1.001 89,S 72.0 1.4 9.00 0.019 0.002 0.1S56 0.125 0.125 

lll 690 rp1 



vitamina B12 en cada L~na ·de los cot1diciones estl~diadas. Como se 

niveles de aereaciór1 menores a 0.20 v.v.m.~ la 

tiivel de aereación de 1.0 v.v.m. y a·;itaci6n de 690 t·pm, lo gue da l~n 

En la tabla V se comparan los valores de transferencia de 

oxígeno para cada nivel de aereación cot1 la cantidad de vitamina 

detectada dl~rante las primeras 24 horas de iniciada la fermentacicin. 

Cuando la velocidad de tr·ansferencia de oxiget10 esta entre 2 y 7 

mM/L. h., la vitamina 1jesde el inicio de la 

menores a 2 mM/L.h CKLa < 10 h-1¡ y para valoras mayores a 7 

mM/L.h. ., 
·'" :30 f-,-1) • indican la importancia 

prodL~ccicin de vitamina bajo estas condiciones. 

TABLA V 
F'RODUC:CICtN DE VITAMINA B12 DURANTE LAS F'RIMEF:AS 24 HOF:AS 

[lE INICIADA LA FERl>'IENTAC:ION A LOS t:•IFERENTES NIVELE:3 
DE AEREACION 

r1ivel de 
aereación 
(V V rn ) 

velc•cidad de 
trat1sferencia de 

1:1>~ í ·;;enc1 
<rnM02/L.hl 

pr1:1dl~cci6n de 
vit.arnina B¡z 

<rno;:¡/L. l 

o. 01 
(1.1 o 
0.20 

o. 5•;, 
1.55 
2.12 

o. o 
o.o 
1. o 

0.35 ::~.50 1.::< 
0.50 5. 60 o .. ., 
0.65 5.20 0.6 
o.::::o 7.00 0.4 
1.00 5.30 1.3 
1.,(1(1* 17.43 o.o 

---------------------------------------------------------------------< 
*I 690 rpm 
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FIGURA 6. F0 1•oduccicin y productividad máximas 
de P. shermaMii a diferentes niveles de 
aereación. Los puntos graficados corres­

ponden a los valer•• mliKimos obtenidos en 
cada caso. (+! 690 rpm 
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los flujos que corr8sponden a 0~20-0.80 v~v.m.~ y la velocidad de 

crecimierto aumer1ta a valores mayores de Ou12 ~1-1 para niveles de 

aereación de 1.0 v v m. 

reportados bajo otras condiciones por Pritchard (1977) e I'brasimova 

donde reportan la adaptacion a l~n metabolismo aeróbico de 

Cuando se trabajo a niveles de aereacion menores a 0.20 v v m.~ la 

velocida~ de crecimiento fue menor en un 30%. 

Despues de haber encontrado gL~e el nivel de aereación de 0.20 

v.v.m. mostró ser el 

productividad tanto de células como de vitamina B12~ aunqu~ no en 

prcu:::fL~C\::ión espe1=ifi.•:a ya1 q1.~i:: en lc1s niveles d·~ aerea•:ió'r1 de ü.8 y 1..0 

v v m. ~e lograron los mismos valores al de 0.20 v v m •• En la tabla 

IV se presentan e;.tcrs res1.~ 1 t.ado; y 1 a di feren1=i ~' er1 hora1s d•: 

fermentación. Se repitió la fermentación a estas condiciones con el 

fin de seguir una cinética completa; los resLJltados se muestran en la 

figura 9 y en la tabla VI. 

En l1:1s resL~ltai:k1s de eg.t.a n1.1eva "ferrnentaciót-i:o c•bservarncrs •:::;ue la 

producción de rnasa cell~lar fl~é menor en un gramo a la obtenida bajo 

ident.ii:as (tabla IV y figura 51. Asi tarnbien, 

producción de vitamina a las 69 horas fué menor en 0.4 mg/L.~ 

incrernent.c\ndose al fir1al del F·r•:•ces1:i hastc1 6.5 rn·~/L. Est.e carnl:d1:•, 

posiblemente se debió al cambio de lote del agua de 

cocimiento de maiz. Aquí, la velocidad específica de crecimiento con 

este nl~evo lote fl~~ de Ow13 h-1, mayor al anterior. 
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TABLA VI 
RESULTADO DE LA FERHENTACION A UN NIVEL DE AEREACIDN DE O. 20 VVH 

-------------------------------------------------------------------------------------.. -------------
tiempo produccion produccion azucares nitrogeno lactico productividad produccion velocidad 

hr celular vita1ina residuales residual residual vitamina especifica crecimiento 
gil 1gil gil gil gil 1gillhr 1gVig.cel lihr 

-----------------------------------------------------------------------------------................................ 
o.o 0.00 n.d. 45.4 2.94 7.36 n. d. n.d. 
3,0 0.11 n. d, 42.6 n.d. 7.03 0.0000 o. 0000 o. 122 
6.0 0.28 n. d. 40.4 2. 90 6. 29 o. 0000 0.0000 o. 151 
9.0 0.65 n. d. 36. 7 2.86 3.25 o. 0000 0.0000 o. 135 
12.0 1.06 n.d. n.d. n.d, n.d. o. 0000 o. 0000 o. 100 
23.3 3.51 1.5 36. 1 2.63 o.oo 0.0644 o. 4274 0.060 
33.5 6.80 n.d. 26.3 2.54 o.oo o. 0000 o. 0000 0.040 
48.0 9.49 4. 9 13. 9 2.31 0.00 0.1021 0.5163 0.007 
69.3 9.62 5.5 13.9 2. 17 º·ºº 0.0794 0.5717 
93.3 8.94 6.6 11. 9 1.90 0.00 o. 0707 o. 7383 

118.0 8.44 6.5 11.6 1.92 o.oo 0.0551 o. 7701 __________ ,,, ______________________________________________________ ....................................................................... 



~n ¿l consumo de las fuent8s de carbono, -¡ 

~l medio en una concentracicin de 32.8 g/L. 

la &diciot1ada~ esto se debe a 

el ACM. Al 

son metabolizables. En el caso del ácido l~ctico, proporcionado por 

el ACM, este se consume dl1rante las primeras 24 horas de iniciad~ li 

ser gL~e bajo las condiciones de cul~ivo 

el E~ §bj[ffi§O!i, prefiere el lactato a la glucosa ya gue 

la velocidad de cot1sumo para lactato, dLtrant.e las primeras 24 horas 

de la fermentación es de 0.31 g/Lt>chr y pa~·a la glL~cosa de 0.38 

son los dos juntos lo que probablemente le ayuda a alcarizat· 

mayor velocidad de crecimiento. 

un crecimiento diáuxico, primero, con l~n consL~mo de ~cido l~ctico y 

de En este caso no se observa ~ste 

comportamiento, po~iblemente por los tiempos de toma de muestra. 

proceso~ solo se consL1me un tercio de la cantidad itiicial. 

de de vitamina 

(Wang, [l., 197-:1) ' que describe la eficiencia 

de las células para producir la vitamina. En la tabla VII se comparan 

a los 3 dias de 

iniciada cada fermentación en función del flujo de aire para cada 

l.U-1ét .. Se puede ver ·~~le a1:.in siendc1 rn~= j 1:1r el val•:•t" de G'.!F' pat·a el 

pr•:••=escc d"' 0.35 v. v. rn. C•:1n respe•=t.i:i al de ü.20 v.v.rn. 
' el prirner•:i 



implic~ L:t1 flujo de aire 1 .. 75 v~ces mayor. En la fermentacion con 

l~na aereación de 0"65 v.v.m.~ el valor de QP es de 0.0076~ pero 

reactor. Ello implica un m~yor gasto de energia para valot·es de QP 

semejantes; si bien a nivel de laborat.ario ne 8S t~n irnport.~nt.~, Oh 

una escala mayor es L1n pat·ámetro impor·tante para la economía del 

TABLA VII 
VELOCIDAD ESPECIFICA DE PRODUCCION DE VITAMINA B12 IQpl 

A LOS DIFERENTES NIVELES DE AEREACION. 

nivi'~l de 
ai:::rea1=i1:.n 

lv v rn l 

o. 01 
o. 10 
o .. 20 
0.35 
Ct.50 
0.65 
o. ::::o 
1. '1)0 
1. oo*"' 

o .. 0058 
0.0065 
o. 0070 
0.007:::: 
0.0052 
o. 0076 
o. 0066 
0.0072 
0.0030 

*a los tres días de inicio de cada proces6. 
'1'*· a 690 t·prn. 

aumento relativo 
del fl.1.Uo:• de 

aire 

10 
20 
35 
50 
5i=-·-· :::o 

100 
100 

La ~ayor parte de los auto~·es reportan que la producción de 

vi·tamina se lleva a cabo en dos fases~ la primera, bajo condiciones 

anaeróbicas para la producción del anillo corrinoide y la segunda~ en 

completa la rnolecula de vitamina B12· 



producción d8 la vitamit,a en fermentaciones con dos fases, combinando 

dife1ret1tes t1iveles de aereación. 

D~ los resultados encontrados en la pt·irnera parte de este 

estudio, se escogió una aer·eacidn de 0~20 vvm y una a9itación de 350 

primet·a o segL~nda etapa~ como se indica en la tabla VIII, donde s~ 

TABLA l/III 
NIVELES [)E AEF:EACION F'AF:A LAS FEF:MENTACIONES CON 

DOS Nil/ELES DE AEREACION COMBINADOS 

PROCESO 1° NIVEL 
AEREACIOM 

V. V.M. 

['URAC:ION 
HORAS 

20:• l'IIVEL 
AEREACIOM 

v.v.M. 

NJRAC:IOI~ 

HORAS 

B. 1 o. 01 (1 a 24 0.20 24 a 120 
B.2 0.20 (1 a 24 1. 00 24 a 120 
B.3 1. 00 (1 a 24 (l. 20 24 a 120 
B.4 o. o 1 o a 4::: o. 20 48 a 120 
B.5 0.20 o a 4::: 1. 00 4G: a 120 
B.6 1. 00 o a 4::: 0.20 48 a 120 

Los cr·iterios l~sados para escojer los niveles de aereación en 

los experimentos B.1. y Bu4., se basaron en ~semeja1~10 lo m~s posible 

a las condiciones de producción de vitamina a t1ivel it1dust~ial 

donde la primera fase es anaeróbica y la 

segunda aeróbica. Para les proceses B.2. y B.5., el primer nivel de 

aereación es pot· la adaptacion del E §b§tIDªOii a producir vitamina~ 

5), ya gue est~ adaptada la bacteria este nivel de oxígeno, el cambio 

a un nivel de aereación alto se espera que se incremente la mas~ 



B.6., se penso favorecer primero un mayor crecimiento celular y 

poster i.orrnent.:: la de la vitamina, que suponemos se 

incrementaría por una mayor masa celL~lar. 

Para las fermentaciones con dos niveles de aereacidn con cambio 

a las 24 horas fu~ necesario realizar un nuevo control con un solo 

nivel de aereación de 0.20 v v m que se mantuvo constante toda la 

En lo que respecta al crecimiento celular en cada uno de los 

experimentos que se muestran en la figura 10~ se observa qL~e el 

crecimiento es similar al control dL~rante las primeras 24 horas, esto 

es, antes del cambio. La única diferencia es en la fermentación gue 

primeras 24 horas, la masa celular fue mayor en 0.8 9/L, can respecta 

a las otras, lo qL~e indica que este nivel de aereación es mejor para 

inducir la masa celular, manteni~ndose esta tendencia hasta el final 

del e>~F·er i rner-1t.q. 

En la tabla IX se observa que a las 72 horas de iniciados los 

e>~F·er i inent.cis ( d1:1nde er1c•:ir1t.rarnc1s 1 a rnayi:•r pr1:1d1A•:ci cin de vi t.arni na er1 e 1 

control>~ la productividad de c~lulas es mayor en aquellos con mayor 



-!J -Q\ .... 
10 11) 

:5 8 
3 
w 6 u 
o 4 u 
w 
ui 

~ 
~ o :1 

V.V.M. 

0.20 0.01/Q20 0.'2 011.0 1.0/0.20 

2 3 4 5 o 1 2 3 4 5 o 1 2 3 4 5 o , 2 3 4 

OIAS DE FERMENTACION 

FIGURA 10. Crec:imientc de F'. shermani i ATCC 13673 y prcd1.1c:c:icn 
de Vitamina 812 para las i'ermentac:iones c:cn niveles de 

aereac:ión c:ombinados c:cn cambio ·a las 24 horas 

!, 
10 -O' 

8 E 

6 
N m-

4 ~ z 
2 ~ 

> s 



TABLA IX 
RESULTADO DE LAS FERMENTACIONES A DOS NIVELES 

DE AEREACION CON CAMBIO A LAS 24 HORAS. 

proceso tiempo 
(ht"s) 

produccion 
ma:<. V.812 

mg/L 

produccion 
calul.ar 

g/L 

productividad 
~ ~ 

control 
B.1 
B.2 
B.3 

proceso 

72 
7'2 
72 
7'2 

5.6 
5.1 
4.2 
5.4 

7.62 
7.40 
8.31 

10.30 

TABLA X 

L*hr L*hr 

o. 077 o. 105 
0.070 0.102 
0. 058 o. 11:; 
1), 075 o. 143 

RESULTADO DE LAS FERMENTACIONES A DOS NIVELES 
DE AEREACION CON CAMBIO A LAS 48 HORAS. 

tiG!mpo produce: ion produce ion productividad 
<hrsl ma:<. V.B12 celular mqV. ~ 

mg/L g/L L*hr L*hr 

produce: ion 
espac:ific.a 
mgV/g.cel 

0.733 
0.697 
0.502 
0.525 

produccion 
espac: i fi ca 
mgV/g,c:al 

-----------------------------------------------------------------------control 72 3.6 6.70 ().050 0.095 0.530 
B.1 72 2. 1 7.20 0.030 0.100 0.290 
B.2 72 3.5 7.30 0.04() 0.101 0.479 
B.3 72 3.5 9.30 0.040 0.129 0.370 



velocidad especifica de ci~ecimiento la ertcontramos en el proceso B.3M 

lo qL~e coincide con los resultados obte11idos en la primera parte de 

esi:.•; t.t~abajc1. 

Ahcwa, comparando estos valores de velocidad de crecimiento 

para los experimentos de aereación constante y los de cambio a las 24 

horas~ se observa en estos últimos .una disminl~ción en el valor de ~a 

velcu=idad. Cre~mos qL~e esto se debe a que se tr·abajd con un lote 

diferente de A.C.M., que es la que aporta principalmente la fuente de 

aparte de otros metabolítos~ ·~ue tal vez por encontrarse 

la velocidad de crecimiento~ así como el nivel de o>cígeno 

En 

siguiendole en produccidn el proceso B.3.~ tal como se mtiestt·a en la 

figura 10 y en la tabla IX. Igualmente, les valores de productividad 

y rendimiento de vi·tamina ~on mayores en ~l control qt~e en los dem&s 

procesos. En aquellos que iniciaron con l~n nivel de aereación de 0.01 

v.v.m. y de 1.0 vMv.m., se detectó vitamina hasta las 48 horas, lo 

~ue no es congruente con los resultados obtet1idos en la primera 

parte, por lo menos en lo que se refiere a procesos con estos niveles 

de aereaciOn. Este puede deberse a la calidad del lote de ACM, que 

m~s adelante se trata explicar. 

F'ara entender mejor estos resultados~ se llevó a cabo L~na serie 

de cromatografías en placa fina~ tal como se indica en materiales y 
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m~todosn Se analizarón las muestras donde se datermind la vitamina, 

agregando luego 0.5 mL. de la soll4Cicin de 

propanol-cianliro; de ~1~ui se torr1aron 10 microlitros para correr la 

a las 24 horas de iniciada la 

y hagt.a las 72 horas la que corresponda al 5~6-DMB~ el CL4&l ya esta 

10 que indica qlJe en este momento su 

sintezis es mayor a la del factor B (anillo corrinoide).· 

Para el proceso B.!.~ 

primera mancha~ correspondiendo ~l tiucledtido 5~6-DMB, y la vitamina 

completa hasta las 72 horas. Sin embargo, por la técnica de 

determinación de vitamina~ a las 48 hora3 se detectaron 2.8 mg/L. de 

5in detectarse la mancha en el cromatograma. 

aparece en el cromatograma a este t.iempo la mancha que corr~ponde el 

factor B, que tampoco se encontró durante las primeras 24 horas. Esto 

n6s indicaría que no ~s este el nivel adecuado de aereacidn para la 

' 
prcu:hAcci1~·n de la vitaroiria:- a1.wr terdet-1dc1 una car1f:.idad similar d~:= masa 

celular a la del control. 

la razón de qlJe fuera hasta 

qu~ corresponde al nucleótido 5,6 DMB:o puede deberse al cambio de 

aereaciOn:o ya gue se aumento 20 veces el flujo del aire al 

fermentador:- y entonces este cambio en la concentracion de oxígeno 

afecto a la síntesis de este compuesto. 
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son Vitamina !:112 <V9>: Nuc leÓtido 5,b-DMB ((5,6) y 

Factor B (fb). 



Esto no sucede en el proces0 B.2~1 donde se observa que a las 

24 horas de ini~iado el proceso, Ya aparece la mancha que correponde 

a la vi·~ami1~a s 12 y hasta las 72 ~1oras la que corresponde al 

5~6-DMB 1 Cllando el cambio en el nivel de aereacidn fLle 48 horas 

antes. Al contrario gue el caso anterior, parece ser gue el cambio en 

el r1ivel de aerea•=iC1n r11:1 afei=tci la prc1dl~•= 1=iór1 d·::: vitamina. En este 

proceso, el cambio de aereacidn significó un aumento de 5 veces el 

flujo de aire; por lo que podemos pensar gue cambios drásticos en la 

concentración de oxiger10~ como es el caso del proceso B.1. si puede 

afectar a las enzimas que contr0lan la síntesis de la vitamina 812 

en células completas. 

En el proceso B.3. 

vitamina a partir de las 36 horas~ cuando han transcurrido 12 horas 

del cambio en el nivel de aereación, y se mantiene esta hasta el 

final del proceso. Es significativo el hecho de qt~e 12 horas despues 

de haberse dado el cambio de aereacion ya aparezca la vitamina, lo 

que no sucede en los procesos anterioresM Este resultado ayLida a 

s~guir afirmando que el nivel de aereacidn correspondiente a un KLa 

de 10~3 h-1 es~ hasta este momento, el adecuado. 

Para las fermentaciones con dos niveles de aereacidn con cambio 

a las 48 horas, se vol·vio a reali=ar un nuevo control .con un nivel 

constante de aereación de 0.20 v v m , ya gue se cambio el lote de 



Para el crecimiento cellJlar en la f igl~ra 13 se muestra ~l 

qt~e el crecimiento celular de los procesos B.4. y B.5. es semejante 

al control~ no así para el proceso B.6., donde el crecimiento celular 

(momento del cambio de aereación)~ fue mayor por 2 

•::/L.' resultado igual gue el proceso B.3., donde se inició con un 

nivel de aereación de 1.0 v v m. 

En la _tabla X, observamos la prodt1ctividad celular a las 72 

horas de iniciados los procesog~ donde el menor valor correspond~ al 

control y luego al. proceso B.5., ql~e ti~nen como car~cteristica 

las primeras 48 horas con ~ereacion igual. Los valores de 

productividad se encuentran graficados en la figt~r-a 14c~ siendo la 

mayor productividad celular la del proceso 8.6. 

Con respecto a la producción de vitamina B12' en la figl4ra 13 

se muestra 1 ~1 prc1d1..~c,= i 1:1r1 er1 CE\da e>::per i rnent.c1 est.1..~d i a1:lc1, cc1roparc\ndc1l o 

Este nuevo control lo podemos comparar en la 

figura 15 y 16~ donde es menor la producción y el crecimiento celular 

para los experimentos con cambio a las 48 horas, debido t.al vez al 

carnbi•:• de l•:•t.e de ACM. 

La may1:ir r=ant.idad de vi t.arniria se C•bt.1.ivi:r er1 el· cc1r1t.rcil a las 72 

~·11:1ras del ir1icic1 de la ferrner1taciC1n, zi9t.,ier11:k1le en pr1:uj1~~1=1=ión lc1s 

y B.6., En el B.5. la prodl~cción de vitarnina sigue 

aumentando hasta el final de la fermentación, esto como consecuencia 
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del aLnnent.c1 de rnasa 1=el1..~lar pr•:•vi:icadc1. pc•r el carnbic1 de r1ivel de 

de 0.20 v v m. Este resultado se puede comparar al proceso B.6., 

donde a las 72 horas se inicia un descenso en la concentracion de la 

mása cellilar, donde la concentracion de vitamina permanece casi 

constante hasta el final. 

72 horas es semejante entre el control y los procesos B.5. y B.6., no 

así en el proceso B.4.~ donde el cambio de aereaci6n afectó la 

14al. En el caso del proceso B.5., 

hacer el cambie• de aereaciC:•n a las 4:3 horas res1.iltéo benéfico, Ya '=llle 

las células se encontraréon un mayor tiempo en el nivel de aereación 

et1 el cual la l:•iosir1tesis de la vitarnina flié mejor. 

"En las figlwas 15 y 16, se comparan le•s 6 e>(perimentos 

anteriores 1=or1 sus cor1tr•:iles. Es de r1otarse que en los t.res C4lt.irnos 

procesos, junto con su control, la produccion de vitamina disminuyó 

cc•n respecto a lc•s tres prirnerc•s y su •=•:ir1trc1l, Er1 el caso de la 

prodlicciór1 de masa cellllar-, es semejante a tode•s los e>(perimentos 

anteriores, por lo menos dlirante las primeras 24 h•::iras y dismimiyen 

gradlialmente para. los procesc•.s B.4. al B.6.,qlie flieron llevadc•s a 

cabo con lm lote diferente de A C M. 

La diferencia mayor en estc•s e:>(perimentc•s, aparte del .tiempo de 

cambio en el nivel de aereación, flle la calidad de la fliente de 

nit.ró9er1c•, '=llle en estc•s casc•s fué el a9lla de cocimier1to de maíz. Para 



de cultiv•:•, 

·~,~~e siendo t.an 

compleja~ es igualmente dificil controlar todos sus componentes. 

"!Lle el agua de cocimientc• de maíz es b•.iena para soportar el 

crecimiento celular, y en alglmas ocasiones, deficiente para inducir 

liria bl1er1a prodl1cción de la vitamina, •::i bien, mantener los niveles de 

prc•dl1ccicin. Hl1ber y cc•labc•radores (1963>, realizar•:.n lit"• est.l1dio con 

@J.fo¡¡r1nt1111s lotes de a9ua de cocimient.c• de maíz, donde llegat·on a la 

cc1r1clusión de "!lle los m¡trierot.es <¡LHil aport.a e!lt.e · sL1st.rat.o son de 

dificil control, ya que se depende de la calidad del maíz y de las 

condiciot1es de su tratamiento:: .. Lc•s al1tc•res c•:mclo.wen en este est.l1di•:•, 

"!lle si el ACM prodl1ce lo esperado, es bl1ena, almql1e no da parametrc•s 

para comparar la calidad del sustrato. 

En conclo.1sicir1 sobre los e>:perimerotos de aereación constante y 

con cambio a las 24 y 48 horas, se Pllede decir que el mejor procese• 

es lln nivel de aereación constante de 0.20 v.v.m., ql¡e 

corresponde, bajo las condicic<roes e:•(perimentales de trabaj•::o, a un 

valor de l(¡a de 10.3 h-1 (ero agLlal. Esto se ml1estra a lo largo de 

la investi•;aci6n, donde l¡;. prodl1ctividad y la producci6r1 de vitamiroa 

a las 72 horas de iriiciadc1s en los diferentes lot.es de a9l1a de 

cocimient.o de mai:z,. siempre f1..1eron mayores en los controles. 

Si la céhlla se adapta a este nivel de aereaciór1 desde el 

inicio del prc•ceso, no se verá afe•:tada la producción de vitamiroa, 

c•::imc• Sllcede en los prc•cesc•s do.nde primero se trabajó con· 0.20 v.v.m. 

y posteriormente se elevo a 1.0 v v rn. 



1.96€.) ( 1 ·:i:31 1 ' reportarón gLJe las 

enzimas ~ue inician y controlan l~ biosintesis de los tetrapirrole~, 

estéh reguladas por el oxigeno, qlJe ··impide la formación de los 

productos finales de esta vía. Ahora, por los resultados obtenidos en 

est.e t1··¡¡;1t:.aji::1 se 1::01 .. J1:1:!de de-:!duc:ir qui;.~ 1::arnbi 1::.s drás,ti1=c1s en ·~1 nivi::l de 

aeraciór1 provocan una alteración en la tendencia de prodL~cciOn de 

vit.arnina, como fué el cambiar de 0.01 v.v.m. a 0.20 v.v.m. Cx 20), no 

así cuando el cambio fu~ de 0.20 v.v~m. 

El trabajar primero con niveles altos de aeración~ puede 

provocar gue la producción de vitamina se retarde hasta por 24 horas, 

lo mismo cuando se inicia con niveles baJps de aereación, por lo que 

en los controles se mantiene 1Jna tend~ncia en la producción 

de vitamina. Esto implica la necesidad de profundizar los estL•dios de 

de aereación probadas en este trabajo 

el uso de un sustrato complejo como el A C M 

presenta varios problemas gue se resolverán hasta determinar todos 

los componentes gL¡e de ella forman parte~ Y tratar de mantener la 

concent.ración de ellos en otros lotes. Si no ~s posible controlar la 

calidad del A C M, se deben de fijar límites inferiores donde la 

producción es aceptable para l~s diversas calidades del sustrato. 

El procesa industrial de praduccion de vi~arnina B12 par 

ferrnentaciór1 de E:.:.._§b§!!:[!!§!t::Ü.i implica una primera fase de 4::: h•::<r<1s en 

condiciones anaeróbicas~ saturando el reactor con nitrógeno <Aries~ 



R .. 1974; 

aereación durante la ~ermentaci•5n~ implica L~n menor costo~ por ser 

más economice el uso de aire desde el· principio. 

da 10.3 h-1 en el KLª• bajo las 

condici6nes experimentales se fi j air1:•n: 1Jr1 fluj C• de aire de O. 20 

dato es importante. 

Como el objetivo de este trabajo fue determinar las condiciones 

de producción de vitamina para el proceso de cultivo continuo, este 

proceso en Sl~ficiente para producir este metabolito. Como es 

fase, no ser~ necesario el trabajar con dos reactores como 

(1961l, que.Ya se discutio anteriormente. El 

uso de un solo nivel de aereación, implica el uso de un solo reactor~ 

disminuyendo en consecuencia las necesidades de eguípo, así como el 

Si esto es posible, se abre la 

reporta antecedentes sobre la produccion de vitamina en cultivo 

continuo, en una sola fase de aereación. 

Hasta ahora parece ser que el mejor nivel de producción de la 

vitamina B12 es cuando se trabaja con 0.2Q v v m • En las figuras 

17~18 y 19 se muestran los valores de producción, produccion 

especifica y productividad de vitamina, reportados en porcentaje CX> 

al proceso control, ya que así se facilita la 

resL1l tadc•s en los procesos 

El 100% de producción representa la méxima cantidad de 
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FI5URA 17. Pc•t.,=ien\:.o de p1·cu:l1.1cci.on d-=• l/il:.;:;1111in<1 D12 p~1t"il. las fer­
'rnet~1t.~1cic•nes •:•:•rnbi11c1di!1E-. •::t;•t"• a::a1nbic1 de i:1 1:::ire:~t:11::ii:•n a las 24 f-11::it~c1s (f.l) 

y lr:1s 48 he.ras <B> c•:•n r·~sp•2i::t.ci r.\l rd.vel ccw1st.i:1nl;..1 de a1::irec:1ci•:•n 
(c•:ir1t.r•:•l>. El 100;1; de p1~c11J1.~·::cior1 r~e fije• ~' lc1s 3 días del 

it'iici•:. d•::: la f~rrr1entacic1n. Las :t'!C1n;1s i:1sc•Jras indicL1n 
vt1l•:•res superi•:tres t1l 10(1% 



vi·t.amina obteni~a en el control a las 72 horas de iniciados los 

La parte sombreada de las barras indica valores mayore~ 

al 100:-:. 

Sn la figura 17, 

respecto al control de vitamina para los procesos con cambio en el 

nivel de aereación a las 24 horas (fig. 17-AJ y a las 48 horas (fig. 

17-8). Agui se observa que en los controles~ la m~xima producción de 

vi tamir1a ( 100:1.J 

en un 30% en el nivel comt·inado de 0.20/1.0 v v m~ desde las 96 hasta 

La figura 18 mL~estra el porcentaje de producción específica 

con respecto al control para ambos procesos combinados~ tom~ndose el 

100X a las 72 horas de iniciado el proceso. La figura 19 mt~stra los 

porcent.aJes de la productividad con respecto al control cuyo 100% se 

fijó a las 72 horas. 

Para fines prácticos y siendo de importancia para nosotros la 

capacidad de Pt"•~•:!•.iccióri •::!-=vitamina 812 F·c:or E!.--~1:2§.t:.f!!§.t:!.U. bajo:i 

de se comparan unicamente los 

porcentajes de productividad y producción especifica, qL~e teniendo 

si •:ini fi cadc•s di fer entes, 

célula misma (pro:iduccióri especifica) en un caso y el de productividad 

sobre el proceso en general. 

Para la producción especifica y la productividad 

19)' Qncontramos que entre los procesos control para el cambio 

a las 24 y 48 horas, 

Cist.int.c1s 
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para lcts fertnentaclc.•nes cearnbinc: ... dc:1s. •::•:•n •.:a1nl:d1:1 de F.li?.rea•:ion C:i 

lr:.s 24 hot·as <A> y a las 4:3 IKwas (El) c:c•n 1-.;;,si::.•2•:l~o al. nivel 
i:c•nst.ant.e de t·v~reaci1:.t·1 (cont.t·eil). El 100~: de prc1d1J•=cit:ir1 se 

fijo a los tre~ dias del inicio de la fe1·mentacion. Las 
zonas oscut·as indic~n valot·es s~~perio1·es al 100% 



"' 140.---~~~---
ar 120 
> 

100 
Slc 80 
~ 
b 60 

~ 40 
D. 20 
f. 

0.01/0.20 

-
-

!--

1 

V.V.M. 
020/1.0 1.0/0.20 

-
-- --

'012345 012345 01 2345 012345 

rE 

DIAS DE FERMENTACION 

V.V.M. 
0.20 0.01/0.20 0.20/1.0 1.0/0.20 

140 

120 

- • - - - -
-

!--

¡.... 

012345 012345 01 2345 0123 45 

OIAS DE FERMENTACION 

F:t81Jf"<A 1';'1. P1;11·ch~r1t.0;;1 d•!l rr•:.•d~1°;:l•iv:l•:tr,d de vitarnin;;, 1312 para 
lasferrner1t.acia:ines cc•rnb:i.nadas. con •::amtd.i::• de aereacion a 

las Z-1 hot·as <A> y C:.:\ las ·1:3 hc1r·as CD> c•:1n , .. ~~spe•::i;.o al rdvel 
•=onstanl.ü de ae1·ec:1cic•n (c1:•nt1·1:d.>. El 100~,; de p1-od1..~i::ci1:1n se 

fije• a li:•s t;.res dias del iriii::ic• de li:.1 f•:::1 .. ment.:.c1cii:.•n. Las 
zc•nc-1s i:1sc1Jras indic~ff1 vi,l•:•r·~s supe1··ii:i1-es .:11 1(10:1; 



lo encontramos de una manet·a rnas drastica cuando se 

comparan ambos procesos combinados~ Esto PL~ede ser una indicación mas 

de ·~ue los distintos lotes de agua de cocimiento de ma·íz afectan el 

La observacion se acentt.1a cuando se realizan cambios en el 

nivel de a~reación. 

La de vitarnfr1r.1 812 se ha llevado a cabo 

mediatite otros procesos no ha sido muy L~sado. En la tabla IIa 

encotitramos que solo los repo~tes de Riley. ( 1 ''161)' Prit•:hard, 

( 1977)' Lee, (1974) seon en c1.1ltivc• '•:•:•ntinueo y el de Yc:on.;¡srnith (19:33) 

fL1é con •:éllilas inrnc•vi l izadas. 

Ri ley, establecio L~n proceso continuo de obtención de 

est.a vit.i:1rnina tc•rnani::k1 er1 CLter1t.a la pr-1:1du;:ci•:'ir-1 t.radici1:1nc1l er1 lc1t.e 1 

primero una fase anaerobia y posteriormente una fase a la sue se le 

es el prc1p1.~est.c1 pc1r Ts1..~chiya (19:;:(1) ~ per-1:1 t.rabajc,ndo 1:i:in E:á~!Js!QffiQt:!S§ 

AM-1 que •=rece y pro:od1.1ce la vi tarnina en •:on•:ent.ra•:icmes de :3 pprn de 

o>~ i •3eni:1, así el reporte de Pritchard (1977) scil:we el 

sin haber 

estudiado Ja aparición de vitamina 812 



proyecto y ante la posibilidad de producir la vit.amina bajo una fase 

la po~ibilidad d~ probar el cultivo continuo como un proceso de 

obtención de la vitamina Bi2· Esto plantea l~na perspectiva distinta 

a la planteada por Riley. 

Para esto se procedió a montar una n~~eva fermentación en lote 

bajo las condiciones bajo las cuales se logro la mayor produccion de 

la vitamina, es decir, con lJna aereacion de 0.20 v.v.m. y agitacion 

10.3 h-11 pero con un nuevo lote de ~~ua de 

cocimiento de maiz~ lo que llevo a determinar el comportamiento del 

proceso con este nl~evo lot~ de sust.r~to. 

Los r12sl~l-l:.adt1s de ~ste est.1Jdio er1 lot.e se rn1.les:/:.ran er1 la "fi•.;ura 

20 y en la t.abli:\ >~:I d1:1nde se señala la cir1ética ci:1rnF·let.a cc1n lc1$ 

valores de rendimientos y velocidades especificas y volumétricas1 

~ecesarios para la elaboraci6n del medio de cultivo ·~ue fluir~ al 

react.c:ir para rnar1t.er1er '~.W1 as.t..adc• e-:.t:.a1:ic1r1ar io. 

En est~ proceso en lote, a las 24 horas de iniciado se obtuvo 

A est.e t.iernp•:• le. ve:lc•cidad de crecirnient.eo 

tiende a dismint~ir:o le, cual pare,=i•:• cc•r1veniente para rnanti:r1er en este 

momento t~n estado estacionario mis estable estando muy lejos de 

1 le·;ar a 1 a vel1:11=idad de di lur=iót~1 cr it.ica pcw t.rabajar c1:1n al t•:1=:. 

tasa de: dilucieon ([)). 

productividad y el rendimiento de la vitamina son altos. 
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tiempo peso seco 
(ht"S)· (g/L) 

o.o 0.70 
4.0 o.98 
8.0 1.59 

12.4 2 .. 50 
16.0 3.21 
20.0 4.10 
24.2 4.98 
28.0 5.20 
32.0 6.13 
40. o 6.66 
48.0 7,44 
70. o 8.54 
83.0 9.02 
93.0 8.68 
120. o 10.48 

TABLA XI 
CULTIVO EN LOTE PARA DETERMINAR 

LOS PARAMET¡.;:os DEL CULTIVO CONTINUO 

Vitamina Bi 2 
(mg/Ll 

n.d. 
n. d. 
n.d. 
n. d. 
n.d. 
n. d. 
5.49 
n. d. 
n.d. 
n. d. 
6.11 
4.96 
6.33 
6. 1:3 
7.7 

g 11.tcosa 
t"F.?S i dLtal 

(g/Ll 

43.6 
41.2 
40.6 
38. 1 
n. d. 
36.4 
31.9 
29.5 
n. d. 
22.7 
n. d. 
18. 1 
9.37 
8.65 
8.61 

productividad productividad 
vitamina celular 

Cmg/Uh> Cg/Uhl 

n.d n. d. 
n.d 0.0068 
n. d. 0.1106 
n.d. 0.1443 
n. d. 0.1562 
n. d. 0.1695 
0.22 0.1764 
n. d. 0.1803 
n.d. 0.1910 
n. d. 0.1665 
o. 12 o. 1550 
0.07 0.1220 
0.07 o. 1086 
0.06 0.0933 
0.06 0.0875 



Con base en este resultado se concluyo fijar bajo estas mismas 

el cultivo cont.inuo·· a las 20 horas de iniciado el 

importantes para la 

concentración celular a las 20 horas: 4.1 9/L. 

veli:ccidad de c:recimiento 0): 0.0527 h-1 

azucar consumido: 7.17 g/L. 

nitr6ger10 consumido:0.43 g/L. 

qs(glucosal: 0.5076 g/L.h. 

qs<nitrógenol: 0.024 g/L.h 

Q5 (glucosal: 0.1238 g.gl~:./g.cel.h 

Q5 1nitrdgenol: 0.0048 g.N2/g.cel.h. 

Yxis=0.5718 g.cel/g.gl~~cosa 

De acuerdo a las ecuaciones que fijan el estado estacionario~ 

para el cultivo continuo IWang, D.I., 19791: 

)•:=Y<So - Sl -----(!) y: r>=F/V= -----(2) 

y )1- =D 

Sustittiyendc• valcwes en (1): 



<So - SI~ 4.1g.cel.L-1/0.5718g.cel.x g.gluc-1 

<so - SI= 7.17 g.gluc/L. 

Para la ~cuacion (2), despejando el flujo: 

F=DxV= 0.0527h-1 x 8000 mL.= 158.1 mL/h 

Si los valores de consumo 1je SLJstrato a las 20 horas de 

iniciado el proceso son: 

q5 glucosa= 0.5076 g/L.h. para :3 L. q 5 =1. 528g/:3L. h. 

0.0247 9/L.h. para 3 L. •=ls =O. 074•;¡/:3L. h, 

Q5 glucosa=0.1238 g/g.cel.h.; para 4.1 g.células/L. 

Q5 gl~:osa=0.5075 g/4.1g.cel.h; y para 3L. da volLnen del 

raact.or: 

Qs 9lucosa=1.525 g.gl~~cosa/12.3 g.cel.h.~ 

y para el nitrógeno: 

Q5 N2=0.048 g/g.cel.h,; para 4.1 g,células/L 

Q5 N2=0.D2 g/4.1 g.cel.h; y para 3L. de volwnen del reactor 



" 

'E-ervira afluente C\ 1 mantener el estado 

El medio se formlllo con t~na concentración de !Og/L. de 

lg/L. de nitrógeno aportado por el agt~a de cocimiento de 

maíz Y 5ppm de cobal·to~ teniendo así una concentración de glLlcosa en 

el flujo de entrad°' de: 

158.!g.glucosa/158.1 ml.h. 

0.158g.N21158.1 mL.h., 

y de nitr69eno: 

con lo que se mantiene constante el valor de Qs para glucosa y se 

sobrepasa el valor de Q5 para nitrógeno~ por lo que el sustrato 

limitante sera la glt~cosa. La fuent~ de nitrógeno permanece en 

asi como el cobalto~ qLie se encl~entra en una concentración de 

5 ppm. 

En 12' figura 21 se muestra el diagrama del montaje del equípo y 

accesorios necesarios para el reactor acondicionado para cultivo 

En las y 23 se muestran los perfiles de 

comportamiento del cultivo continuo y en las tablas XII y XIII los 

rest~ltados de cada proceso respectivo a las figt~ras anteriores. 

En la fi•;JLn-a 22 se rn1.1esi:.r-a el de co:oropc•rtarnient.o del primer 

cultivo continuo, fij~ndose este a las 20.5 horas de iniciado el 

en el sin lograr un estado estacionario. Igualmente en la 
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FIGURA 21. Oia9rima del equípo para el proceso del Cultivo Continuo 
(11 fermentador, <21 medio de cultivo nuevo, (31 caldo gastado 

<41 NaOH, <5> potencicimetro, <&> detector de oxigeno disuelto 
(7) filtro de aire, (8) difusor, (9) bombas peristálticas. 

@ 
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TABLA XII 
CULTIVO carrrrnuo COilRIDA NUMERO 1 

ESTA TESIS Na DEBE 
SALIR DE LA BIBLIOT~CA 

----.. ------------------------------------------------------------.. -----------------------
peso Vit pH 'l. 02D azucar N2 produc procuc- rendiai 

tie~po seco B12 residual residual tividad ti vi dad en to 
hrs gcel/L mg/L gil g/L. mgV/Lh g, cel/Lh mgV/9,cel ------------------_., ____________________ ,.. ________ ., ____________________________ ., ________ 

O.QOO o.ooo o.ooo 7.00 0.000 31. 750 3.000 º·ººº 0.000 0.000 
11.000 2.%0 4,330 b.80 o.ooo 27.240 2.200 0,255 0.174 1.463 
20.500 4.23(• o.ooo 7.00 0.000 n.d. n.d. 0.00(1 0.206 0.000 
22.000 4.430 5.220 7.(10 o. 000 38, 370 2.200 0.237 0.201 1.1i8 
23.100 4.020 o.ooo 6.as 0,(;00 n.d. r .. d. 0,001) o.m O.O(tO 
25. 200 3. 700 2. 980 b. 90 o. 000 21. 760 2.lM (:, 116 o. 14i 1),805 
27.200 4.550 3. 5(•) 6. 65 o.ooo 17.340 1. 700 0.129 1), 167 o. 769 
29.200 4. 75-0 0.000 6.95 º·ººº n.d. n.d. (J,(i(IQ 0.163 0.0(•0 
40.400 4.460 3.000 6.85 o.ooo 21.670 1.400 0.074 0.110 0.673 
4b, 1(1() .4.160 2.800 6.85 o.ooo 14.510 º·ººº 0.l)bl \\090 o.m 
52, 100 3.630 2.100 6. 90 (1,DOO 11.59Ó o.ooo 0,040 0.07t) 0.579 
64.400 3.93') 2,9(1(1 b.BO º·ººº 8.130 0,(1(10 0.045 0.059 o. 75¡ 
70.3(1() 3.630 l. 70<) 6.80 o.ooo ó.800 0,(100 0.024 0,052 o.~69 

77.101) 3.460 2.600 b.80 º·ººº ó.470 0.000 (l,(t~4 0.045 o. 751 
91),!(>V 2.810 L2C•i 6,90 o.ooo 4.870 l),Qü(• l),(11: 0.0:1 0.427 
94.(100 2.910 1. 700 6.80 0.000 4,87(1 O,OtJO 0.012 0.031 ü.524 

100.000 2.810 1. 800 6.BO o.ooo 4.87(1 O.OOú 0.018 0,028 o. :41 
114,(10(1 2.63\1 2.000 6.80 o. 000 4,23(1 º·ººº 0.018 0.023 O. 7i:O 
124.000 22. 730 1. 700 b.90 o.ooo 3.61(1 0.(l(JO fJ.01~ 0.193 0.075 
135. 000 2.430 2.200 ó.90 0.000 2.380 o.ooo 0.016 0.010 0.9t)5 

------------------------------·-----·--------------------------------------------



TAELA Xlll 
CIJL nvo corn muo CQRRlllA NUMERO 2 

-----·-----.. ------------------... -·----------------------------------------------------·-
peso vit pH % 020 azucar lactico N2 proiiuc produc rendimi 

tie11¡>0 seco B12 residual t'•sidual re5idual tivid3d tividad en to 
hrs gcel/L mg/L g/L g/L 9/l. mgV/lh 9.cel/Lh mgVi9.cel 

-------------------------------------------------------------------------.,--------------
o.oo . Q,(10 o.oo 6.90 2.0-0 3S, !9 12.0(1 3.00 º·ººº o.ooo o.ooo 

20.00 3.69 6.00 6.90 o.oo 18.38 O.C-0 2.96 0,300 0.185 l.626 
25.00 4.13 4. 50 6.90 o.oo 26.98 1,3(• 1. 97 0.160 0.165 !.090 
30.00 3.bS 5.20 6.90 o.oo 24.27 0,01) 2.01 l), 173 0.122 1.425 
41.30 3,63 5. 70 6.90 O.O(! ló.80 º·ºº t.63 0.138 (1.089 1.570 
48. lf¡ 3. 7B 3.80 6,0fl o.oo. 15.11 o.üO 1.(13 0.079 0.079 . 1.0úS 
54.30 3, 85 3. 90 6,6(1 (1,(1(1 8.80 O.Oú n.d. o.m O.C71 1.013 
6b.5S 4.25 2.10 6.70 o.oo 9.35 o.oo t.05 0.032 0,064 o.m 
71.PO 3.85 2.20 b,90 o.oo 6.Bil O.O{• n.d. 0,031 0.(15~ •\571 
78.30 3.52 2.10 6.90 0.01) 7.4b o.oo O.B7 0.027 0.045 1).5~7 

91.30 3,!3 2.20 6.eo (1,(1(1 6.80 o.oo n.d. 0,024 0.035 0.681 
101.00 3.!0 2.60 b.80 o.oo 6.34 o.oo o. 64 0.026 (l,031 (l.839 
113.40 2.94 2. iO 6,90 o.oo ó.80 0.1)0 n.d. (J,1)24 (1.026 ü.916 
122.10 3.31 2.20 b.8(1 O.OfJ 6.81) (l,l)O' o. 71 0.018 0.027 (l.t65 
136.40 2.59 2.30 b. 90 (l.00 5, 10 D.00 o.~i (1,017 (1,1)19 ('., 699 

---- .. ---------------------------------------------------------------------------------------------------



c1:incer1tr'aciór1 de vitamina, la tendencia es a dismit·11.iir· SLI F•rc•dtlc•=ión. 

ccirregir este problema, a las 70 horas de iniciada la 

ferm~ntacion, se disminLJYó la velocid~d de dilLJCión a un valor de 

0.047 h-1, fijandos<: un fltdo de 141 ml/h, nc•tandc•se 1.1n e•::¡Ldlibric• 

semejante al estado estacionario entre 20 y 25 horas después del 

cambio en la velocidad de flt1Jo, conservandose una concentración de 

masa celular de 2.5 a 2.9 gil. y de vitamina B12 de 1.8 a 2.2 mg/L, 

A partir de este r·esL1l t.adc• se rnc•nt.o c•t.r•:. e>\per imento de CLll ti vo 

CC•r1t i t1LIC• con las mismas condiciones gu~ el anterior, variando 

wücament.e la velocidad de flujc1 de entrada y de salida del reactor. 

Se fijc1 con una tasa de dilL1ción D=0.044 h-1 y F=132 ml/h. En la 

figtlt"a 23 y en la tabl.a )<:!II se mL1estra el cc•mP•:•rtamiet1t.c• de este 

nL1evc• proceso. Se c•bserva o::¡L1e cc•rn i et·1za Llna est.abi 1 i zac ion del prcoces•:> 

aproximadament.;, a las 47 hc•ras de st1 inicic•,mc•ment•:. en el o::¡t1e solo se 

había dado w1 carnbio de vc1lt1men, mant.,¡¡niendc•se esta t.endencia por 60 

h•:iras mas, donde ya se habia cambiadc• tres ve•=es el volt1rnet1 del 

reactor y tambien fL1e el momento en el "ILI•= se ccortá el e>(periment.•:i 

pc1r haberse a•;c.tado la reset·va de sLJstratc•:o er1 este cas•:i, el a•;LJa de 

cc1cirnientc1 de rnaiz. 

Bajo las condiciones de trabajo experimental, fijar el cultivo 

cont.im1c1 cc•n E> §b§:t:f!!2t::!.L!. tiet·1e •::¡t1e ser a velc•cidades bajas de 

crecirni.e11to, es decir, cuando en el ct1ltivc• .en lc•te la bacteria Ya 

sobrepasó la rnaxirna velocidad de crecirnient.c• y la cc•ncentracicW1 de 

azticares, •:¡t1e en este caso actL1aron corno limitant.es del crecimier1to, 

se encL1entra en Lma cot1centracion mencor a los 10 g/L. Lc•s rest1ltados 

Parecen ir1dicar el factor l irni tante de la velocidad de 

crecirnient.c• del micrc•on:ianisrno es el st1strat.o pero no el esco·;idc1, 



>:\Ue •=n esti: •=ase, fL~e la ·;1l1 .. ~1:1:1sa~ sit1i:1 alo:,:it~n s1..1strat.1:• ·:¡1 .. ~e ap•:it~t.a t:=l 

agL1a de cocirni•=nt.::. de maíz, q1.1e al fluir· en rnL1Y bajas ca1t1t.idades al 

se el posible sustrato can gran velocidad~ 

impidiendo tener un valor constante de masa celular, por lo que ~s 

irnportar1te cor1ti1~uar este t.ipo de e>(perirnentc•s baj•:• w·1 rango m1.1•:ho 

más de 

concentra1:ión de ACM en el rne•:Jio para que no act.ue •=•:.roo el SLlstrat•:• 

l irni tante. 

Si se •:c•rnpara la pr1:1d1.1cci•:ln total de vi taro ina ent.re el pro•:esc• 

en lote que sirvió corno control para esta Ultima parte del trabajo 

(fig. 20 y Tabla XII y el Qltimo proceso de cultivo 

continuo, se observa que para el primero la concent~acion de vitamina 

obtenida al final f1.1e un pr·c•rn•:dio de 6. 4 rn·;:,¡/L1 para 3 litres •:Je 

vc1lwnen del reactor da Lm toté'.l de 19.2 mg de vitamina, mientras •:¡1.1e 

para el cultivo continuo, donde se recolectaron 14.7 litros de rnedio 

de c1.1ltivo, la cantidad t.::.t.al de vitamina f1.1e de 43.3 rn•;:,¡, lo que ha1ce 

un prc•medi•:• de 3. 05 rng/L. La prod1.1ctividad para el lot.e f1.1é de O. 053 

rng/L*h y para el c•.1lt.ivo cont.in1.1c• de 0.026 rng/L*h, es decir, la 

prc•dt1•:tividad en lote f1.1e rnay1:or al cL1ltivo cont.ir1•.10. 

Estc•s resL1l tados, no tornando en C:L1ent.a. a las ferrnentacior1es en 

lot.e, ne• sot1 ir1dicat.ivos de la factibilidad del proceso, ya q1.1e la 

c:•::.ndiciones bajo las cuales se montó el c:1.1ltivo cont.in•.1c• rn:. son las 

más adecuadas. En primer 1L1gar, el control de flujos se llevó a cab•:i 

con 2 bombas peristálticas, la primera para fijar el flujo de entrada 

y la seg•.mda para el de salida. Estas bc•rnbas son rn1.1y sensibles a 

carnbic•s de voltaje en la corriente eléctrica, por lo que se 

c•bservarc•n varia•:i•::.nes de flujo dLwante el Tambien, la 



manguera unida al cabezal de la bomba perist~ltica sufrió daAos 

severos 1 como es rotura de las paredes de la manguera~ con una 

consecuente caida de la presión y del flujo. 

En el primer experimento el mayor problema fu~ mantener igual 

flujo de entrada que de salida, con las 2 bombas parist,lticas. Para 

el se~undo axp&rim~nto da cultivo continuo el flujo de salida se 

control6 unicamente por volumen del reactor; se colocó la manguera 

recc•lect•:•ra del medie• de cult.ivo en la sLiperficie d~l vc•lwnen de 3 

~itros Y todo exceso fue arrastrado al exterior. 

En este Qltimo experimento de cultivo continuo el flujo de 

entrada se fijó a una velocidad de 132 mL/h. y el de salida calculado 

por el vc1l1.unen re1=•:1lec'f:.ado en ciert.•:1 t.iernpo:r dio Ln-1 pr1::irnedio de 122 

mL/h. Esta diferencia senala un mayor tiempo de residencia de las 

célLilas y del sustratc•, lograndcise en c•:•nsec•.iencia la estabilidad del 

cultivo cohtinuo. Este problema de equipo es la mayor limitación en 

cuando se realiza con eguípo no 

adecuado para este proceso específico. 

el cultivo continuo no 

parece ser Lma técnica mLlY adec•.iada para la obtención de una mayor 

car1tidad de vitamina. Ambc•s prcn::esc•s tLNierc::cn Lma dLíracic•r1 de 120 a 

130 horas, siendc• la mayccr prod1.1cci6n final de 'Y'itamina tc•t.al para el 

lot.e, y para el caso del CLlltivo cont.in1.10, el gasto de 9l1.1cosa se 

dLiplic•5 en cornpara•::ión con la Llsada er1 las fermentaciones en lote, 

obteniendose sc•lC• la mitad de vitarnir1a en estc•s Lllt.irnos experimentos. 



importantes para elaborar un estudio 

econ6mico de factibilidad de producción de este matabolito bajo 

condici•:•r1es •=•:intir11Jas, t.eniendcc er1 c1.~enta la nece:.id.ad de e·~t,Íp•:i y de 

Este fué el mayor limitante para este trabajo 

e><Pe r i rnent.a 1 • 



CAPITULO VIII 

CONCLUSIONES 

Bajo condiciones r1c•rmales, la vitamina B12 prodL1cida por 

fermentacion de E'.!. __ §b!!!l!'.:!n!!!t:!ii rec¡~1iere de deos fases. La ~rimera, 

anaet·c·bia, dc•nde se prod•.1ce el n1.1clec•t.idc• 5, 6-DMB y lasegLW1da, 

aer,::.t:da, necesaria para la pt·cu::k~ccic1n del anilli:1 corrincdde. Ahot"Ct, 

er1 esta se ha la •::apacidad del 

E:.t:QE:i2t:'.!i~~f~~t:i!:!m §b~r:filªt:!.t!. par a p1·· 1:1d1...1c ir vi t.e:1m í ria baj 1:1 i::ond i 1: iones 

de aereacic1n CCtf'lstat"lt.e y cor1 cambic•s er1 dich1:•s niveles de Et•:=!reacicir1 • 

hast.a 1. O v v rn •=on una veli:n::idetd 1:::h~ a·3ita•=l.i:in d12 :350 r p ro , y d·~ 

1.0 v v m y pero a 690 rpm;J se observaron comportamientos distintos, 

esto es, a ni veles de a·~reaci1:rr1 mi.~y baji::is:o de O .. O 1 v v m y a r1i veles 

de aereacic•r1 rn1.1y alt.c•s de 1.0 v v ro, la prod1.1cc:ic•n de vit..amina se 

detecte• hasta las 49 hcoras d"' ini•:iad~, la fermenta•::icin. Baje• los 

niveles de aerea1:i1:1r1 er1i:.re O .. 10 y O. E:O v v ro la pr1:1dtic•=ic•t"1 de 

vitamina f•.ie PC•sible detectarla a part.i.r de las 24 hcwas de iniciada 

•=ada fennent.ac ion. 



la la 

pr.~dtlCCÍC•r1, 

con una aeneacícari ccir1st.ant.e de O. 20 v v rn y :.350 rpm, '=ll4e 1=c1rrespc1rr1·re 

a un Kla de 10.3 h-1 en agua. 

del 

procesos er1 los qL~e se cc•rnbinarcir1 dos niveles de aereacic•n:o ha•::iendc, 

las cambios a las 24 h1:1rc1s para 1.~na serie de e>~per imer1t.c•s y a las 48 

c1.1andc• 

res1.1l tados si::•n 

controles que se prepararon 

0.20 v v m~ sie1npre fueron mejores que las 

En el caso de 



Aunque solo se hicieron dos corridas de cultivo continuo~ los 

presentados para estos experimentos muestran la 

necesidad de segLlir e>(perirnentando pero ccor-1 tasas de dilLicic•n <D> 

rnenoreS- a 1 as pr•:•badas, 

dLn-ante todc• el prc,,=es•:•. 

para asegurar una masa celular constante 

Una gran 1 irni tar1te para nuestre• est.1.1dio fue el no ce•ntar con un 

seolo lote de A9Lla de Coc:irnient.o de Maiz (A C M.), •:¡1_¡e aparte de 

aportar el nitrogeno y las vitaminas necesarias para el desarrollo de 

1 c:1 bac:ter i a, aporta cd:.ra serie de elernerit.1:1s •=11Ae son irnport.antes para 

la prodLic:c:ior1 de la vitamina 812· F•.ie peor est.a razon •::iue para cada 

se realizo siempre una fermentacion contr0l 

c:e~ Lm flujo de aire de 0.20 v v rn. 

Ccirno se p1.,ede ver en 

la produccion de 101 vi tarnina. Esteos 

resul tad•::os rnLiest.ran la importancia de contar con lotes gt·andes de 

este st,strato y de contar con metodos de conservacion para evitar su 

degradac:i e•n. 

En le• •=!Lle respecta al c:recirniento celular, la velocidad da 

•.~n ni v~::l alto de aere~cion~ se 

pero esto es debido 

segLu-arner1te a la rnaye.r cantidad de •=elulas en el Es 

importante recalcat· que en estos estudios los controles siempre 



Tarnbien, 

•:¡Lie la variable f•..i-= el a 0;:11.ia de •=ocirnier1t..c• de maiz, se p1.1ede •::>bservar 

'=lt..te el i::re•::irnient.o cel1~~lar si•:11 . .1_io la t.enderi1=iat q1 . .se se esper-~bci~ a 

vi tarnína, 

cor1c1Ldr que para hacew rnas notc•rio •=lefe•=to de la a€:rea•=íon, s.., deb•z 

de tener •..it·1 cc•ntrc•l rnLIY estr íctc• del medie• de cr.11 ti ve., ya •=tL1e er1 e?;t.e 

caso la f1..4~nt.e de nit.rcigenci es b1 . .seria pat"a el ir1crerner1t.i:1 de rna~i:'\ 

celt..~lar, t'°ICt a1si F•arc1 la pr1:11:ft4ccii:1ri del ccirnpuest.ci de ir1teres .. 

En el 1:ibjet.ivc:1 dé .. ;aste trabajo 1··1i:• se er1ceint.ra1ba el rnejorarnier1t.o 

del medio. de c•.iltivc. para la prod•.1•=•=ion de la vitamina, peor- le• •:¡L1e se 

estudiar bajo estas condiciones de 

vitamina B12• 
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