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CAFITULO I

INTRODUJCCTION

Dagde aque se abservo que la arnemia pernicicsa podia curarse con
ume dieta que  incluyera higasdo, los investigadores se dieron a la
terea  de descubrir la substarcia gue provocabs la curacion, hasta que

o fue Finalmerte aislado er forma cristalina por

e 1948,
el arupo de E.lL. Smitkh en Imalaterra v por 2l arupe de Rickes vy

Falker en E.UA.. A esta substancia se lg conoce actualmembts cama

Vitamina Byo (Lebwinger, 197%). En la figura 1| aparece la estruchbura

de esta meleculs,

Esta vitamima =& requiaere an cantidadas muy pequenas en el
crgandency la sanare bhumana corbiers  moenaloente 000002 mog. de

= mililitro. Es un compuesto inportarde para la maduracion

de laz  celuylaz  sarnauineas v cone fackteor de crecimiento en ouchas

o5

aespecies  animalas  (Florerk & Nifet, 1979). W deficiencia es mas
rotoria en log rumiantes que  en obtros animales, debido a que no

pusdarn metabcolizar 2l acido propicorico producide por la faermsntacion

tacteriana del rumern (Kasivo & Gobhos,. 1964) .

La vihamina Blﬁ es  cofactar, en forma de coenzima El”’ de
1la metilmalonil-CoA-mutasa:  arzima que dirterviens en la oxidacion de

doe  arazos de nuners inparr. Log enfernos de anemia permicicosa
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excretan  arandes  cantidades de
metilonaloica). El tratamiznta paré
administrar agha vitamira Fara teduci
conpuests & niveles mormales (Kasiro & Ockhio

La vitamira Byz tanmbien participa como intermediaric en la

tramsferaencia de grupos metilo del

honmocisteina, para la formaciorn de la metion
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Er  exbractos de Aercbacker aercaensg. la cismcoobalaming en

forma de coerzims, participa en la reaccion de deskidratacion del

1, 2-propancdiol a Fpropionaldalida ¥ de etilenalical E)

teta-hidroxipropionaldehido,.

Enn 2]l caso de laz propionibacterias, 2] proceso mababolice de
mayor  importancia es  la produccior de acido propiomics. La coenzima
Byo Juesa wurn papel muy importante en la sintesis de intermediarios
de asta producho, catalizando iad w1 (0] cofactor de o la emzima
Metilmalomil ~Cof-nutass, =] 1lava & ezt ua] la conversion de

mebilmalonil-Cod & Succinil-Cof {(Masira X% Ochoa, 1964):@

CHg-CH-CoeS~Cof —m—mm~= 3 OO0 ~CHe-CHp~Co-S-CoA
/

Mt Imaletidl-CoA Suceinil~CoA



CAPITULO IX

BIOSINTESIS DE LA VITAMINA Bya

La bicsintesic de la wvitamina Byp cse inicia en condiciones
anaarobicas corn la  formacion del sistema de  la corrinag,y bajo
condiciones aercbicas, e sintetiza vy =se incorpors &l auclecotido
S, &-dimetilbercini dazol (S, &-DME) (Figura 1. EL ac=idao
delta-anitolavulimice  (delta-ALA) ez formado come resultads de la
condanzacion de  la alicina con 2l acido zucciniﬁo. Er zequida, la
cordensacion de dos noleculas de delta-ALA forman el por fobi linogeno.
Egtoz compuastos  gon precursores  de la biogimtesic de la vitamina
Biz v de otros compuestos tetrapirrolicos, como son las porfivinas,
hemo v clorofilas. (Schwartz. S, vy col., 1959, Las arzinas aue

y la

o

inician esta via biczintetica son la delta-ALA sintetasa
delta-ALA  deshidratass. respectivamente (Figura 2), Se ha congiderada
que estas doz  enzimaz sonm log princirpales siticse de control de loz
tetrapivroles ( Lascelles, J., 1960, 1966; Burton, G., 1921). La

4 & 5 veczes menor  en exhractos

:d

actividad de ambaz enzimas ez d

libres de celulaz crecidas en asrobiosis vy ocscuridad, aue en agquellos

axbractos abteridos ol zzlulas crecidas ar condicianag
microaerofili y con luz, aunmus en celulas conpletas el efecta del

oxigeno s menor (Marmon, A., 1967 v Burtom, G., 1980,
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La. formacior de lds conpusstos  arnteriores coincide con la
biasinteszizs del uragerno III, la metilacion del wrogeno I1I, con la
dezcarboxilaciorn simultanea de la cadena lateral del acide acetico en
el carbome 12 del anille C (Scott, AL, 1975 . S= ha demostrado que
la metionina es la fuentsz de arupos mebilo del anille corrinodids
(Cespadas, B., 1386). Pasteriorman@e s incorpora &l cobalto en la
molecula metilada derivada del urogena III, formpando la corrifina
(Bykhavskii, V., 1978). Egta incorporacion ez una condicion necesaria
para la siguiarte reduccion, acompanada oe uma metilacion adicional v
la ruptura del pugnte metite  ertre los amilleos A vy D, formando sl
acidos cobirinico  (Secott, A.LI.. 19753 Bykhovekii, V., 1976). La
amidaciot de las caderas laterales de la vitamina ocurre  en
diferaentes momertos de la sintesiz, sietdo la glutamina la fuente de

log grupos amida (Yaliseev, A. A., 198€)

El acido cobdrimico agi formado, 2 anideds y oz le incorpors

wrEa molecula de  animcisoprcpancl  (Lows, D., 192000 El muclectide

S.6-DME 2= irvnorpoera a Ta vitamina bl fi 0] el MU leotido
Fibogil~-8'-fosfato, Para formar el
fosfato~-3' ~desakiadencsilaobal aning ¥y  Fostariormerde,  la  cosnzing

Forr cbro lado, 2l geneto de las propiomibecterizs poses log
campotwentes de una bipica  cadena bransportadors de elechrones, gue
incluyen enzimas decshidrogenazas wunidas  a menbranz (Pritchard, 6.,
1977), mat@quinonas vy citowromos  (Fritchard, 6., 19773 De Vries,

1973y, .y (=211 todas las enzipes del cicle de loz  acidos



tricarboxilicos, pudiardo oxidar ivibermediarics e =ta via

i

(I'Brazincova, S., 1980, 1980k). Cuarde la bacteria ocrece en
comdiciones  anaercbicas la camtidad de citccroamos @S mayor que en
comdiciones  aerchicas (De Vries, W., 1972) vy asto tal ver sa debe a
la  inkibicion del oxigeno sobre lags enzinas delta-ALA-sintetaza vy
delta-ALA-deshidratass, 4que corbrolan la via de sintesis de eztos
compusstos (Lascelles, J., 1360, 1966). Asi tambiern, Menoe (1967)
ahicottra Qe la actividad de delta-AlLA-sintetasa en  extractos
caelularesz crecidos an  cordiciomes asrobidicas, &3 cerca del &0% de la
actividad encontrads et extractos celularss crecidos en ausshcia de
oxigeno. Migrhras que la erzina delta-ALA-deshidratasa de
microorqaridiemnss crecidos en condiciones asrobicas es de ur 10X de la
erncontrada =13 corndiciores amasrckiioas. Far esba razobh, las
proplonibacterias  son consideradaz asrotolerantes (Fritchard, Gf,

1977: I'braaginova, S., 1920).,



CARITULD III

FRODUCCION DE VITAMINA Eyx

La produccion  de vitamina Byp =& basa en la actividad
metabolica de los microcraanisncs. va aue no kay evidencia de que las
rlartas superiares o &l kmambre la produzcarn. Gtra fuernte de vitamina
as €@l higado de arimales supsrioras, pero dehido a su bajo contenida
(aprosximadanente 1 ppemd, lo corvierte en un material amtiscoromnico

para Su produccion. Por obro lado. la sintesis quinica de la vitamina

es  muy laboricsa, ya Aue requiere de 70 pazos para su produccion

~

Rose, AJH.. 1973,

Varics microsrganismos  producen vitaming  Byo  (babla 1); fo

obetante, er la industria, las bacterias gl Ferie, 3

Propicnibacterium v Pseudonanaceas, son las mas wsadazs poro su alta

pfoductividad.



TABLA I
FRODUCCTION DE VITAMINA Bys
FOR DIFERENTES CEFAS

CEFA FUENTE DE CAREBONC VITAMINA By REFERENCIA
(ma/L)
Microszpora sp. alucaosa 11.5 Waamarm (1269)
Nocardia ruacsa glucosa, m=laza 14.0 Farm. Ital (1971)

de cana
Fropionibacterium

fraudarraichii Ilucosa 25.0 claf (1360)
F. shermanii aluccsa L Speadie (1960)
F. shermanii Flucosa 2U Chincin (1965)
P. sharmanii Flucosa 39.0 Fierrael SPA(1965
F. virnielli 3lucosa 28,0 Fliva TFKF (1964
P. damitrificans ramaelactia SH.0 MarckdCo. (1971)
S. olivaceus alucosa, lactoza H2.5 Terada (1339)
Bacterias metarc-
aznicas meztatsl 350 Rickter &, (1975)
Metharcbaci llus
amzliansky 1=3 S-TATB .8 Pericsklava (1966
- Protoamincbacter
ruber metancl 2.5 Hajima (1976)
Nocardia gardmeti FiEadecans 4.5 FKyowa Hakkoo 1970

Fuerte:Florent & Ninet, 1979,

En especial doz especies del genaero de las propionibacterias:

Fropionibacterium sghermanii y  F. (Florert & Nipet,

197%) ¥ dog el S Feegdanonas: Fzaudomonas

caenitrificans (Laac, E.D., 1965 v Marck & Co, 1971) vy Fgeudomonmaszs

u:

AM=-1 (Yorgemith, B.y F. Apiraktivorase, 1%

23), patecen Ser las e

presaentan mejores caracteristicas.

Er el caszo del senero Propiopibachterigmn. mumeroz=os brabajos de

imvestigacion =& han llevado a cabo para determinar los factores que

LAV

ha
g

afectar la produccicor de vitamina Eyo. A las  bacteriazs de

Fenero  se  les bha considerads usualmente como anasrobias facultativas



o micreazrofilicas  (Yomgsmith,B. v P. Apirakbtivenase, 1983, y tamat
sus - requerimisntos  energsticos de la  fermentacion de lactabo y de
dlucasa  para  producir acide propicnico, acetatao y bioxide de carbona
(Lew, H.I., 1574), EBn &l ecése del acide propienico, su produccion
dismirye euande  la bactaris se encuentra baje candiciunes aerchicas
(Pritchard, G., 1977;  I'bragimova, S., 1930, 1920k: De Vries, W.,
19732, 1973 Manon, A, 1967),  por le que el efachto dnbibitoris del
acido propionice  sobre @l crecimiento (Nambea, A., 1933) ho debe de

exigtir cuando la bacterism se desarrolla bajo condiciones aerobicas.

Les  requerimientos nutriciomales para las propionibacterias son
variados., Por  uwn lado Hetbtiwvas, (1972) ercontro que los amdromehdes,
aurnque  bereficoz, no Zon irndispersables para &l crecimiento yva que
eshas bacterias poseen  las enzings mecesarias para la produccion de
log - amitcacidos que  requieren. Por obro lade, COsman (19€3%) denostra
guee Ll slfa-alanirg, la beta alaning v 2l acido  aspartico, eshimulan

el crecimierts v la produccion de  la vitamina. Dz Vries (1972)

arzontra gque  durante el crecimienta de F.oshermanii. los aninoscidos

1oy rapddanes

alarmina, cisteira v zerina e ag

Corm  respecto & otras fuzmtes de niltrogeno, este genero utiliza
gereralmerte sales, coms @]l mitreats de  amonic, =1 citrato o el
fosfato  de amondic,  asi coma la wrea. {Hebbtinas, Do, 1972) y =l agua

de cocimiento de maiz (Samtara, ©., 19833 Cezpedes, B, 1986).

e - ha estudiado el efecto de diverzas fuentes de carbono sobre

0

la produccicon de  vitamina Biﬂ y  se bha observado que las majores



sarr la . alucosza vy el acido lactico (Lee, H., 1974; Csman, R., 1966, v
Bullerman. L., 1966)., fD=marn, R. (1969) nestro que a cobcentraciones
del 2%, ambas presertarn una buena produccion de ma calular y de
vitamina, mejorandase cuands estas fusntes se acompanan de extractco

de lavadura.

Ern  la tabkla II, <2 ercusntran resumideos les datoz de varios
reportes  para  la  obbtercion de la vitamina Byz, el uso de diferentes
sustratos  como som:  alucosa, lactato, =suero de laches, extracto d=
layadura vy subproductcs  industriales como 2l juao cocido de limon,
agua de cocimierto de maiz y licor de  sova, mostrandose sus
rendimientcss e la misma tabla. En gereral, estos sustratos presentan

dos fuerntez de  carborno: slucosa y o acide lactico, en forma de

sustratos sinples o conElajos

Una fuzrte completa  de vibanmivas es  importante para el
crecimienta v la producciorn  de este mnetabolito. La  tiamina es

esencial  cuardo esta bacteria deficisntes de otras

M, Aue Crece

vitaminas, aewepto en el caso

abundartenente en  ausencia de “ibeflaving eztinula el

creciniante, pero mo  s2g uln requerinientc esencial para el medio de

o

cultive (Hettiroa, D., 1972 yv Qeman, R., 1963).

El acido pantotenics 2 un factor esencial para el crecimiento,
lo mizme gue la bictina vy el acido para-anivwobenzcico. Cuarndo el
acide  azcorbice = adicicora &l medio, produce  wr o aunento e ezl

de la vitamima  bajo  condiciones

0
Py
W

cracimienta y en la sinte



TABLA IX
FRODUCCION DE VITAMINA Eyo CON EL GENERO DE LAS
PROFIDNIBAPTERIAq LSANDC DISTINTAS FUENTES
DE CARBﬁNO Y NITROGENGD

MICROORGANI SMO SUSTRATOS VITAMINA By REFERENCIA
ma/L..

F. freudenrreichii tremns ]l acha 11.5 Grant,D. 1960
F. freudenreichii alucosa. axt,

levadura 14,5 Riley, F. 1961
P, freudsrreichii glucosa,alicing

: axt, lavaduta 2200 Lim, R. 1768

P, freudenreichii lactato 1.3 I'braginova 19200
F. shermanii Alucosa 23,0 SpaadialHull , 1960
P. shermnarmii lactico, amomic

Catt 1.6 Varob ' ava, 1. 1964
F. shetrmamii suera lecks, axb.,

: lavadura, Cott 1.2 Berry, E. 1966

P. zshetrnarnii alucoss, axt

lavadura Prads Las, H. 1974,
P. zhermamnii lactico, exh.

lavadura Fra s Fritochard,@. 1977
F. sheatnamii laohato i s I'braginova, 1920
P. shermanii Juge cocido de

Timati, ACM &.35 Feraz, M. 1923,
F. shermanii Jugoe oocida de

limar, ACM 2,95 Santata, O. 1983
P. shermatiii Flucosa, licor

Yervasmi by, B, 1283

de moys
F. shermanii® glucosm,
Tavadurs,

(#) celulaz irmovilizadas, ACM: aqua de cocimiento de maiz



arnasrobicas  de orecimiento de P, skermanii (Zodrow, Kooy O Stefaniac

Barvy v col. (13&6) , aestudiaron el efecte de varias

i

concentraciones de cobalto (S, Sy 25 ppma) para la producciorn d

<

vitamina con P.  shermaniio oen un medio conteniendo suero de lache

enpleando diferemtez niveles de aereaciorn. Estos autores encontraron

urr efecto marcade em la producciorn de vitamina Byos con § pem. de
Cot*t en tadoz  los niveles de asreacicn. A mayores concemtraciones
de Co*t o se detecto un aumerto significative en la produccion de

vitamina

ta adiciorm de S5,6~dimetilbencimidazcel (5,6-DME)  al medio Jde
cultivo para la produccion de vitanina con &l aerero de  las
propionibacterias, ha sido recesaria solo cuando el cultive 28 en

condiciones  amaerobicas, yva due ezta molecoala se forma a partiv de la

riboflavina en condiciones asrobicas (Hollrisael, V. 1982)

La  temperatura optima para crecimients vy la produccion de

es erbre 27 vy 093, con oun pH o de

=

vitamina Byz por B, gharmani

farnentazion de 6,35 (Zodrow, K., 1963a).

Las  procescs de obtercion de esta vitamina oo el genero de

-

as
propiénibacterias, ha mastrado. sar 1oz qQue  mejores  rardimientos
aofrece. (tabla II). La produscion de esta, rormalments e realiza en
dog  fasges, La primera, em condiciomzg anaerchicas, para la obtencion

del anille corrinoide (Factor B), v uma seaunda Faza, en condiciornes



asrobkicas para la szintesiz del ruclectide 5,6-DME (Florert v Nimet,
197%; Hollriegel, 1922.), con los cualez se obtiere aci, la vitamina
Biz en forma de coenzima FByg, la aque pogteriormente, duranmte =1
proceso  de extraccion, se ciarura para estabilizarls (Speedie & Hull,

1970 .

Con baze an la antsrior, variog autorez reportan la produccion
de vitawmina en dog fazes (tabla Ia).bdisn sea en §r0c2505 et lote
(Yong=mith, B,, 1923 I'bragimova, S., 1930b:  Peresz, M.J., 1933
Berry, E., 19663 Speedie & Hull, 19603 Vorob'ava, L., 19643 Grant,
Do, 19600, en procescs de cultivo corbinuc corn Be shernanii (Lee,

H., 19743 Pritchard, G., 1977 y Riley, F., 1961) y Fgeudonotas
(Tugehioa, Y., 1380, v mon calulaz inmoevilizadas de Ba shereanii

AYeorvasmith, R., 1932, 1923).

Da los procescos el oulbtivo corbinus, =21 de Riley (19%61) s =1
mas  complets  para la produccion de ciarccobalaming. El awbor aclars
Que a5 ur brabajo preliminar para examinar ls potencialidad  oel

proceso conbinug en dos atapas,  la primera anserobia vy ola sesunda

y e &0 haras

m

aerabia, con tiempos  de 33 horas para la primera faszs

para  la szegunda, obterderdo 2 ma/l. v 14.5 na/l, de vitamine Byj. en

3
—

cadas  fase., Este trabajo fue realizsdo ey dos  fernertadorez, e
primeras de 4.0 L, parx la primera condiciero vy de (0.0 L. pars la

sequnda condiciom.

Come  la  produccion de vitaming eg parcialmerte aseciads al

aracimiento, oepardiends e los miveles de szreacion (Sanbans, .,



TRELA 1T A

PROCESCS PARA - LA PRODUCCION DE

VITAMINA B12

Hicroorganisao Cospanentes Precese de Condicinges Referencia
del medio de feraentacion
de cultivo
P, freudenreichii lactato lote anazrobico 1'bragimova, 19800
P. freudenreichii lactato lote aicroasrcbico 1'braginova, 1980b
P, #reudenreichii nelazas de lote aerchico Grant, 1940
remolacha
F. shermanii lactato lote aerabico 127 02 1'bragimova, 1980a
P, shermanii glucosa lote 0.01/0.1 vvm Speediekhull, 1960

P. freudenreichii
Pseudomonas AM-1

P, shermanii
P, denitrificans

P, shermanii

=

shermanii

P. shermanii

P, shersanii

P, shermanii

F. shermanii

=

freudenreichii

P. shermanji

Y.E, glucosa

netanol C. continuo
glucosa, licor . late
de soya
remolacha, betaina lote
glutanico, S,6-DMB
Y.E., Suerp de lote
leche
lactico,sulfato de lote
aronio, Co.

Y.E. lactico

Jugo cocido de late
limon, ACH

Jugo cotido de lote
limon, ACH

Y.E.y glucosa €. continuo

Y.E., glucosa lote
glicina

Y.E., gluéosa celulas
caseina imsovilizades

C. continuo

C. continuo

anasrobio/aerobio
aerchice

microaerchico
aerobico
anaerobica/. 215vwa
anaergbico

anaerahio/aerobio

anaerobio/aerchio
0.01/0,1 vvm

anaerchico

microsarobicc

microzerahico

Riley, 196!
Tuschiya, 1980

Yongsmith, 1983
Merck & Co., 1971
Berry, 1966
Vorov'eva, 1954

Pritchard, 1977

Perez, 1983
Santana, 1483

Lea, 1974

Lin, 1968
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1983:  Kralova, B, 1925) vy siendo un producto que moes likerado al
mzdio, loz estudics de 'I‘bragimova (1980a, 1920b) vy de Fritchard
(1977) cobran importancia para =1 estudic de la chtencion de esta

vitamina en una sola fase de asreaciown,

Pritchard realizo experimentos em los cuales ocbsarve =l aumerto

de: nasa celular  de P shermnanii conforme s=  aumaentabs 1a

concentracion de oxigeno disu=lto e el medic de cultive, de 0.0
Vevelte & 0,76 v.ovem. de oxigernc puro: concluyo que & partir de Q.24
VeValta ¥y hazta 0.50 vovem., =& triplico la masa celular, en tants que

baja considerablemente 2l crecimiento celular cuando se  amplean

mivales mayores de 0050 veven., de oxigenc. Esta respuesta, se debid,
saaun 21 aubor "a  una adaptacior del F.oshermanii a un patron e

metabolisma  asrobico".  Por  oftro  lade, I'bragimova (1%302), lleao a

al  aumentar hasta un 122 la concentracion da

o
3
ot
Iy
w
-

ragultados  semej
cotigenn  del  cultive y abservo un aumento en la velocidad especifica

oz creciniernto con el mivel de aerzacion nas alto.

Cong g2 pueds ver, los esfusrzos realizados para la produccion
de  vitamina Byy han  zide wpuchos vy variades, desde fermentacicn en
lote com diferentes condiciores de  asreaciorn, pazanda por cultive
cortdre bagka @l wge de celulas irmoviliradas. Se o bhan probads
diversos medics de cultivo, sinples vy conplejos con 2] objetive de

aumentar la produccion de este netabelito,



CARPITULD IV

ANTECEDENTES Y JUSTIFICACION

Com s2 ha podido cobservar en la  informacion  presentada
antericrmente, los  trabajos ercaninados al estudio de la produccion
de vitanirma Byo muestran el aran interes que existe por parte de la

industria farmaceutica y alimertaria.

Actualnemte  Mexico ez un inportador de clanccobalaming, cuya
costo en el mercade  internaciomal ez de F US, 15,000 a 20,000 por
kiloaranc, oot Mg pureza del 95 al 9. Nuecstro paice importa por ano

erkire 730y 280 ka/aro de polve desecado de  fermantacion con

actividad de  vitamina Eyo, 1o que indica  la demanda de este
praducto, (Cegpadas, 1926) vy  que su importacion €2 incremshtara en

los siguisnbtes amos,

Fara la obtercicn  de este metabolito, 2] qgerero de las
proplonibacterias fparece mostrar  las mejores caracteristicas por su
capacidad de produccion (Kamikubo, T. y ool. 1972). La ventajs  del

uso o ste microoraanisns e los procesos industriales de produccicon

hd
i

iz vitamiva By ez la capacidad de producir =l ruclectido S,6-DMB,
1o cual,  visto desde 2] punte de vista economico, abate 2l costo de
la pEroduccion, caEn que  to 2 praesenta en otros microotrgatisnos

ugados para la  produccion de  esta vitamina, donde ez necesario

agaicionar este compueshoa (Merck % Co.. 1971).
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provenientes  de la industrializacior  de la pina, en fermnertaciones-
corn. B.__zhermanii. Aundue la  bacteria fusz incapaz de aprovechar la
sacarosx Jdel medico de cultivo, la autora desarrolls un proceso de

hidraolisis. Sus  resultados compararon favarablemente con loz medias

cotr alucosa conc unica fuarte de carbono,

En =sta inve;tigacion' se propane estudiar las condiciones qué
presentan  una mrayor produccion de  la vitamina Byp. Este provecta
forma parte de una serie de msfuerzos encaninados al estudic de los
factores que inmtervieren en  la sintesis de ezte metabolito, usando

Fropionibacterium shermarmii ATCC13673.

de  investigacion, en 4 conjunto, estan

w

Estas  proyecto
encamnitnados a la presentaciaon de  una alternativa de produccion de
vitamina Eje =n Mexice, ya gue la demanda de esta vitamina nuestra
una  tendencia & incremamtarse con el tiempo, por la que 2l estudio de

laz condiciones de produccion cobtran importancia.



CAPITULD V.

QORJETIVO

Eztableczr las condiciorez de asreacion cptimas de fermentacice

cor Propionibacterium shermanii ATCC 13673, en fermentador de 4.0 L.

rara la produccion de vitaming Bys vy  generar  los  dates  para

estudice de cultiva comtinuc.

Fatra lograr ezte obkjetive v oo base en la  informacion
proporcionada por  la  literatura v & los trabajos realizados en este
laboratoria, o plantes raealizar cultive an lote  con

Propiotiibacterium  shermani ATIC 13673 en un medio de glucosa vy agua

de cocimiento de maiz (ACM), llevaran a cabkx los siguierntes pasos:

A.- Ercortrar el nivel opbine de aereacicr et una fase, con i
farmentador de 4.0 L. para la obberncian de ura mayor cantidad de
vitamina Bjao. Los miveles de aerzacicon a usarse van desde 0,01
Vevaem. (volumer de &ire por valumet d2 medio por minuto) hasta 1.0

VaeVelfie s

contr i maride dos diferentes

B.- Realizar fermzntaciones en 1o
rivelezs de aereacicn en el fermentador de 4.0 L., incluyenda @l mejor
‘nivel de asreacian  encontrado en la primera parte del trabajo (meta

AY, comfarme a las siguientes propuestas:



E.l.~ Una primera  fase de 24 horss oon un mivel de aereacion
bajo  (microaserafilico) y posteriormernts el mejor mnivel de agreacion

ercontrade antariormente,

B.2.- Una primers fase de 24 horas oot el omejor nivel de
aereacion de produccion de vitamina v opostericensnte, uha seaunds

ot s midvel de sersacior payor al ercontrado como optimo.

-
o
]
i
]

B.3.~ Una primera faze de 24 horas con 2l hivel de asreacion
mayot &l e jor arcontrado =1 la  produccion e vitamineg v
rosteriormente, una seaunda fase con @l mivel encorbrade como mejor

er A,

B.d.~ Taual que B.1l., perc la primera fase del procsso antes

del canbic del nivel de aereacion, zera de 48 Poras.

B.S.- Igual que B.2.. pero la primers fase sera de 48 borss.

B.&~ Igual =mue B3, para la prsied &



CAFITULD VI

MATERIALES Y METODOS

Microorqanizmo__de__trabajo: Fropionibacterium__shermanii ATCC

en tubcos  cor medico de Kreks (lactosa-exbracho de levadura ) (Lapage,
S., 1971). S= reactiva la cepa mnediarte la trangferencia de 1 ml. del
medic de cultive a wum tubo mueve con 100 ml. del mismo medig,

aoitacion

incubarndo durarte 48 horas & una temnperatura de

E.~ Medic_ _de _culbtive: EL medic de cultive whilizado tanto paers

la  adaptacior  del  mpicroorganiznc, preparacicon del inoculo vy fase de
produccian, =5 @l sigulartbe: alucosa, 32,2 a/lL.; mitrogeno
(proporcicnada por el agua de cocimisnto de naiz (ACM) sin solidos en
suspansion)  3.15 a/L.:. cobalto, (zomn | cloruro de cobalto) O 005
a/L.. Los  componshtes del medic fueron preparados por separado, se
les  ajusto =2l pH a cada  wmo, & la 9lucosa & 2.5 y &l ACM a 2,0,
heapues de  ajustar =21 pH al ACM, e cemtrifugo a 10,000 RPM por 1S
mitwtos a 4Y0C en una  certrifuga Sorvall Dupont RC-5 para elimirar
loe golidos  precemtes vy trabajar umicamerte con @l sobrenadante que,

<

Jurnte o la agluccsa, se esterilizaron & 121 0 durante 20



minutos. El cobalho se  esterilizo separado Y S= alrean

asepticamente &l medic de cultiveo,

C.- Preparacion_del imoculc: La prreparacion del inoculo se hacs

e doz  etapaz. En la primera, para adaptar al microorganismna,. s
trasfirieron 10 mkh del cultive reactivado en €l tubo de Krebe al
matraz de 250 mbl conm 190 plh de nedico de cultive (esto permite
condiciones microaercfilicas). Se  incube & 2990 por 48 horas con
urE  BRitacion de 12S rem. Para la segunda etapa,. la preparacion del
inoculo & emplearse e 2l fernenbador, se transfirieron 20 ml del

cultivo amterior & wh matraz  com 180 mb de pnedio de cultiva. Se

incubo & las miznas  condiciores durante ultimo

cultive se  fomo 2l suficiente volumen para el W masa celular
S pass Saco correspondiente a 0L027- 0031 a/l. Se centrifuge v oestr s
calulas  se  resuspendiercon an 300 pl de nedico de culbivo rusvo,  con

el cual =e irocwlo el ferpertador que combisne 2700 mb de medic de

Do~ Cultive e ferpmertador: Todos los experimentos se llevaron

a cabo por duplicado em um (Fernertation
Design) com wuna jarra de 4.0 L ode volunen moninal con 3.0 L de medic
ae cyltivo.,  La velocidad de agaitacion =2 ajuste a 350 rpm, la
tamparatura & 290 v el pH se conbrolo aentre 6.8 vy 7.0 con NadH a1
20%  durante  teodo el tiempo de la fermertacion. El Flujo de aire se

contralo de acusrdo & las condicione:s Jdeseadas, enbre 0,01 vivem y

1.0 vovem.. Todas las fermentaciores e siguieron duramte 120 ke

tomareds pusestras de 1000 bk cada 24 horas. Cduando fue hecesario,



gobre  todo  para 2l caloculo de las velocidades de crecimiento, se
ctomaron nuestraz cada R horas  como mindimo durarte las primeras 24

horaz de la fermentacion,

E.-Determitacion del crecimiemto celular: Lna muestra de 1 oL

del  caldoe de cultive se centrifugo durante 15 minuvtos a S700 vem e
e cenbrifuaa clirica (Wifua modele Doctor). Se decanto el
sobrenadante vy  al paguete celular se lavo por dos vecses nas con 10

mL d

i

agua destilada, Despues, =21 paquete celular se diluye con agsua
er wuna proporcion de 12100 para leer en un egpectirofotametro (Bausch
&  Lombk, modelo Spectromic 200, a wma longitud d= onda de 5S40 rm. EL
peso  seco, expresado en a/lk, =& caleulo con base en una curva de

calitracion de densidad aptica en furcicn dal peso saco.

F.-Deternimacion e acida lactico: Se cuantifico en un

Cromatoarafo d=  gasges (Variam modelo Z700-FIT). Columsa: 3% OV-17 en

Chromosort - WHF  S0/7100,  El metodo se baga e la mebilacion del acido
lactica, farmardo wn compueste de alta velatilidad.,  Frevico a la
muestra Aue se  quiere cuanbificar, =2 hace una curva aestandar de
camcentracion conocida de acido lactico, com el mismo btratamiento. La
cantidad e acidos lactico pregerte en la muestra ze calcula por
mediciotn de la  altura de los picos y posterior comparacion con el

estandar correspondiente (Garcia-Herrmordez, en grensa).

o
b
w
it
o+

Fara determninar )] acide lactico de la mosesty azanare 300
microl  del calde de cultive v ose colocan et wh vial, se le agrega una

at & una temperatura de 60 FC

Eja SeEis

[n}

gota de HCL &l 200 vy s=



=

anadar 0.5 @l

wn
1d
o
i

por 12 horazs.  Posteriormente, & la nuestira seca
de BFg-metancl vy se agita por 12 horas. S2 le agraga posteriormnente
0.8 nmlL de sulfatao de amanioc al 33, Se= aaita por © mirutos. Despuss
ze le agrega 1 ol de cloroforme v e vuelve a agitar por 35 ninutos,

Se uza la fase ordanica para la determinacion del acido lachtico.

G.-Determinacion _de azTuCares reductores: La determinacion se
realiza por la tecnica de Tina (1956). El  metodo se basga en la
sidacion de los  azucares con uma solucion alealina de ferriciarnuro
de potasic. La cantidad reducida de este uwltime conpussto se
determina colarimetricamente & S15 mm.. El desarrcllo de color ce
debe a la formacion de complejos embrse los iohes metalicos reducideos
y compuestos come el arsenomnol ibdabo, con el oque formna wn o conpaesto
colar  amul. La musshtra del caldo de fermentacion se diluve 1350 v se
sigue  la teorica, previa elaboracion de ung curva pabrancon alucoss v
fructosa.

He~ Daetetrminacion de  mitr Se  reaxlizo par el metodo de

Kieldahl (ADAC, 1379).

I.-Determinmacion colorimetrics de vitaming Eyo: El metodo de

L]

g

deterninacion  wsado  2e el reporbtads por Fischer (1954), que se basa

ey la  extraccior y estabdlizacion de la vitamina de las celulas, potr

calentaniento de estas com proparol-ciaruro. Se debarmnina For lectura

et el espectrofotonetro a 527.5 mm.

L
.
1

Determinacion _de vikanins por_cromatearafiz_en capa finas




Sz .lleva a cabo en placa Kiesgel 60 Famg, = un sistema compuesta
de  alcohal rn-butilico 3 agua @ acide acetico (70:30:1), wtilizando
unicamente la fase inferior saturada por .el alcokol. (Horia, J.,
1920; Riley, P., 191). Comc scluciormes estandar cse usaron las
sizuientes: ’ Vitamirma 813 (Marck); 5,6-DMR. (Sigma) y Factor B

(Siama), cada compuesto e wha comcestracion de 1 maszml, disueltos en

ura solucion de  propatcl-cianure.  Fara correr las placas, se
aplicarch 10 microlitros de los estandares y de las muestras
prablena.

Ke=Determinacion_  del coeficiente de transferencia_de oxigenc

(ELE): Se calcula por &l netods del tramcsiente, utilizando sulfito
de sodiu patra abatir =1 oxigeno disuslta y cobalto coma catalizador.
La concentracion de oxigers Jdizuslte se les con un electrodo de
oxigero de membrana  intercankiable  (New Brunswick s=rie 200). Este
electrada es de tipo galvanico que cortiere wn anoedoe de plons y el
catodo  de plating, con uma menbrans de stilen fluorinado (FEF), de 28

micras de szpesor para respussta Fapida.

El KLa determira la capacidad del eguipce para  transferir
axigerc al senco del liquido, donde se 1levar a cabo las reaccicones
bicquinicas por - parte de  las celulas. El K a esta en fuﬁcion de la
agitacion, la velocidad de flujo de aire, las caracteristicas
feometricas del reactar vy del siztema de saitacion, asi como de las
caracterizticas reslogicas  del medic de cultive v de las comdiciones

de temperatura vy presion (Spriet, J., 19843 Schult=, J.,1956).



ta técrica consiste en  agitar vy aersar el v e Ia

Ul

cordiciones deseadas, dertro del reactor, heasta saturarla de omfgenm.
S22 le agrega 0,759 3. de sulfito de sedia y 1 mb. de CoClo IN. como
catalizador. El sulfitc e cxida a sulfato de acuerdo a la siguiente

reaccidns
MazSQsy +  1/2 QDo =-=-- hd NapSly
Ppor 1o que se comsune bodo el oxigero disponible an el medic.

A partir del momerto que ze le agrega la solucién del sulfita

al reactor, =

by

lee periodicaments 21 X de oxigerno disusltc en el

medic tal come se muestra em la fFigura Q.

La expresion matemnatica que defire el coeficierte de

traneferencia de ocxigenc al amplear este metodo, es:
Cy=c¥-1/K a dop/at

que  a éu vez es la ecuacidn de la recta de la grafica de la figura 4.
La pendiente de esta recta as -1/K a, expresado come hfl. c* es
la corncentracidn de exigenc del liquido que esta en equilibrio con‘la
fasé Fasacsa, su valor corresponde ai de la interseccich en el eje #e

las grdenadas.

Lae valores  de velocidad de trancsferercia de oxigenc, ce

caloularan en base a los valores dal Kpa,



Tiempo

FIGURA 3. Curva de concantracion de oxiaeno
conbra bienpo poe el mebodo del
transiante con eyl fibo de Na.
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FIGURA 4. Metodo de estimacion del coseficiente
de transferencia de cxigers (alpor el
metode del transiente con sulfiteo de sodio



CAPITULD VII

RESULTADNIS Y DISCLSION

Laz farmerhacioraes realizadas e dividen en 3 partes:

aoty o mivel farnentacicges

ST

=1 mivel de aersacidn v

Freviamente & la reslizacicrn de eshtoz sstudicos, e deteroimaras

loz valaores  del

Fens (K a) para

10
—
-
14
2
i
s
[x}

corbar oo una medida de operacide d

ha pEractica  comin en laz fermentacicones

Eredice loz resultadozs para estudics de

criteri de  escalanizrbte =or variozg, perco &n log cazos de procssos

azrdbicoz, el Kia =z we de los mas wzados  en 2l sscalamientao
(Bartholamew, W., U370 Warez, Do, 1977), va aquz sste propordciong um
Faranstro Fara repetiy U procCeso, para  comparar eguips, o s

mejoramnisnte o cambdis (Wara, De. 19779).

Loz valores  de loz Kpa obbenides ze muestran en la tabla IIX,

n

a partir de los cuales se calould la cidad de transferencia de

cwigens  (V.T.0.0).  Como & obzerva en e2zha tabla, a partic de o una



=10 == S

aaitacion, mo hay

st puede  deberze
laz burbujaz  de air

cultivo, v dizminuy

la faze gazeoza (aire) v la Fase liguida (aaua), o a Jue laz turbinas
de  dizco twe son capaces, bajo ezhaz condiciones, de dispersar el
aitre, d@smihuyemdo en cohsecusncia la bransferercia de ceclaeno &l
ety del  liaguide.  Cuardo =2 aunemba la veleocidad de a%itacidn, =1

valor de K| a aumenta hasta casi un valor de F0k~1 (tabla TIT)

TABLA TII
VHLUREH DEL COEFICIENTE DE TRANSFERENCIA DE QHIGENOD
s VELOCIDAD DE TRANSFERENCIA DE QWIEEMO Y '
VELOCIDAD SUPERFICIAL DEL AIRE FARA CADA NIVEL DE
AEREACION EMFLEADRC )
rivel de asreacidn ki a v 17 AQ Vo=
(v v ) bl mMiCt= /L b cn/sagnl i3

P! T oLnE7 '

d.1ua 1.5%5 0, 363

. =0 Z2.12 0,733

035 3,50 1,290

a.50 . 30,00 S.60 1,240

Q.65 25,00 .20 2,400

Q.E0 36.76 £.99 2,950

1.00 27.7% S.30 3. &690

t.o0® 23,47 17,43 e d,
e todos  los cazce la velocidad de agitacion fus de AST rem,

‘wcaptn en (%) donde

iom die 0.5 veva .

hazta 1.0 vevem. oo la misma velocidad de

aumento giand fFicative. del Kpa ni en la VUT. 0L,

antere

L

a que se presenta el feromneno de coalescarcia de
@, o2 funzicy de las caracterizticaz del medic de
2 ertonces el srea superficial ode cordacho

aumertd la agitaczidn a 690 rpmn.



FERMENTACIOMES CoN_UN_SOLO NIVEL DE_AEREACION:

bix}

e llevaror & cabe 7

o cada ure de oellos con ws

rivel de aereacidr  corstarbe durante toda las fermentaoiones. Cada
nival de asreacidr estudiado, =ze realizd por triplicado.

E la Fiaura = f=2=3 muaestran 1oz resultados de estes
geapar imerntos, Se  obsarve gue an to log cazos la mavor canbtidad de

i

maza  celular  se chhuvo erbre las 72 v 76 horaszs de fermertacidn, v o=

imisnts v 1

i
o

de  la aereacidn sobre 2l cre

abEsrva ur

produscidn de vitamina  Byo. lon cual se aprecia aty la Fioura

£, Solo en o tres condiciores de  las  nuev

b

eztudiacos ze logrd un
crecimignks mayor & los 11,0 g/L, estozs procesos correzspondast g 0020,
t.e0 vy 1.0 vavem,, vy =olo oen 2] primerao de ellos codrcide con la
maxima prbductividad de 0,172 gqueélulaz/Lhr. Loz valorez de masa

la kabkla IV, = cbhuviarom a las &2, 94 vy

115 heras lo cual sugiere aue una aersacion de 0,20

crecimients calular durants

Vavem. 22 la condicide gque favorecs 2l

laz @Erimeras haras, vya Aue  los valores de produccidn y de

productividad =omn los mas altozs que =e etconbraron.

Ern el CHED de FroOcCesos cor une mayor  coeficierte de

celular, perc esta no sucede asi, ya que se aran valores altos de

su productividad com 2l procesa de

il
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Y
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.20 vevem. ., va 4ue  loz  payores valores de
calylar = aobbisnen e btiempos mas largcs,  como  za obzerva en las

fiauras S v &,
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FIGURA S. Crecimiento de F._shermanii ATCC 13673 y produccion de
vitamina BEip a diferentes niveles de aereacidn
+ velocidad de agitacion &9C rpm.
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TABLA TV
RESULTADO DE L0S PROCESOS EN UN SOLO NIVEL DE AEREACION CONSTANTE

nivel de  Kla tiempo de produccion produccion productividad velocidad produccion productividad velocidad
aereacion 1/hr maxiea saxisa de  celular  de vitamina = especifica especifica celular especifica

we produccion vitamina q/L ag/Lshr produccion ag¥/g.cel  g/Lthr L/hr
hr ng/L (8p)
sg¥/g.celthr
0,01 49 67,3 26 b. 64 0,039 0,006 0.3916 0.099 0,067
0.10 9.3 97,0 43 1.97 0.044 0.006 0.5393 0.082 0.073
0,20 103 48,4 5.9 11,77 0,086 0.007 0.5013 0.172 0.108
0,35 17,0 93,0 5.4 B.43 0.038 0.007 0.6257 0.093 0.109
0.50 30,0 94,0 3.9 10,88 0,041 0,004 0,3583 0.116 0.107
0.85 25,0 69.3 A7 8.83 0,068 0. 008 0.5323 0.127 0.102
0.80 367 940 5.7 11,40 0,061 0,005 0,5000 0.12t 0.100
1,00 27.0 1183 5.9 11,60 0,050 0,004 0.5084 0.098 0.130
1,008 69,5 72,0 1.4 9.00 0,019 0,002 0.1536 0.125 0.125

{4} 630 rpa



Erv la  figura S s ouweshra Lo Laccdasia e
vitamina BEyz en cada wna de  log  condicionas estudiadas. Como se

mernoras a  0L20 vev.m., o la

SIS ErVE, [t ] miiveles  ce @ered
produccicn de wvibamiva =22 rebtraza por 24 horas Con raspecto a los

perimentoz. Egte mizmo ferndmens 2e chserva tambiem cor un

rivel  de asreacidrn de 1.0 vevem.e vy aagitacidn de £90 rem, 1o gue da un

Ern la takla V =ze comparan los valores de brarsferencia de
weiaene para cada nivel de  asreacidn cearr la carbidad de vitamina
detectada  Jdurante las primeraz 24 horazs de iniciada la fermectacice.
Cuando la velocidad de trarsfesrencia de  oxizeno esha entre 2 oy 7
mi/L. ., 1 cédlula [ p U (R el vitamning desde el inicic de  la

farnertacidng mo &zl para velocidades de tran

mercres  a o omM/L.k (KLa < 10 kTl vy para valores wayores & 7
mM/L. b (kpa > 20 Boly,  Eztes  resultados  indican la imEportarcia

de posteriorez  estudics  sobre los  efectozs  de la reacidn e la

TARLA V
FRODUCCION DE VITAMINA EBio DURANTE LAS FRIMERAS 24 HORAS
DE INICIADA LA FERMENTACION A LOS DIFERENTES NIVELES
DE AEREACTION

mivel da velocidad de produccide e
asraacidn transferencia de vitamina Bjye
(v v ) o L aena (mg/l.)
{0 /Lo 1)
E @, 0
= G.1
b3 1.0

1 1.2

< ET 0.3
x} 0.6
7130 a,4
20 1.3
43 .0




de vitaming fue

Ert liw Figura 7 choarva guz la produccidn

may o e oel mivel  de wereasidr correpondiente a0 0200 vovem.,

it

con la mayor productividad, o Comz =2 apurnha em 1

coimcidierdo

a  la produccidr de vitaming para todas las

takla IV, con

fermertaciones, la MEY s cart i dad i e las

fermertaciornes  comn -un Flujo de VRN (W

wizarhracion se

respectivamsrhte  aumaue en 1oz 3 ultimo=z, la mayor o

loaro ambrs las 73 y 112 horaz de fermestacidn v para =l primer cago

a laz &2 horas.

Tambizrn, como e aobkzerva en las figwraz 5, &€ v 7, el mejor

proceso Se encorbed bajb la comcicidhn dia asreacidn gque corrssporndse a

Vevam. . La verbaja de ash @z 2] tiempo corto en los gue

hd
il

o

22 lloas & la maxina produccidn. EBrn log ohros procesos con produccion

de  vitamina Bys superior & loz 5.0 masl, o estos valores  oze

w

enzontraran 24 vy 48 horaz despues que 2n o2l proceso anterior.

Ezboz  resulbados zusieren  gque en relacidn & la produccide vy
productividad de  vitaming, la  asreacidn gque  permitic 1oz maximos
valores, fus de (LE0 v v m, con una afitacide de 350 repn (equivalente
a um K a de 10,3 o1y, 1o cual coincide son la mayeor produscide y

productividad celular, cono 22 nosbrd amteriormnente,

Ern la figura 2 se.presentan los valores de velecidad ezpecifica
de  crecimiento en relacidn a laz diferemtes condiciores de asrzacidn.
Ge  ohserva e conforne aunerntan los nivelez de aereacidn en =l medic
de :ulti90,1o5 valores de la velocidad de crecismiento aumecban,

marteniznde velocidades de crecimisrde  erbre 0,10 y 0,12 k-, para
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PRODUCCION MAXIMA DE
VITAMINA (mg/L *=)
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CRECIMIENTO (h~")
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FIGURA 7. Froduccion y productividad de
Vitamina Byjn a los diferentes nive-
les de aereacion, (+) 690 rpm.
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FiglURt 8, Velocidad de crecimento promedio
e las primeras 24 horas de fermentacion
de F._sbermanii. (+) &90 rpm.
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merncras
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fue menor @t

haber emcombreados gus 21 nivel acidey de 0,20

21

me o oo que  respechs

vitamina Byg. aursue

dae 0.8 y 1.0

ciae

va Jue en losg miv

aror loz mismos valores v v m.. En la tabla

&

1

difaererncia er horaz  de

v

) la fermertacide cordiciomes com el

1& oo letas muesztran en la

aezta nueva Fermerntacid abzetrvamas que la

Ju P

=1

masa  celular fug maroe ure sramn & la obbenida bado

iciones  (takla IV y  figura 5. Azi  bambkiern, la

wvitamina a woras fud  menor et 0.4 ma/l. .,

al fimal de2l o hazta 6.5 mall. Este cambio,

Fpoces

posiblanente al cambic de lote del agua de

2

ma Agui, la v cidad e de creciniento con

Fud de 0.13 k™1, mayor al anterior.
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TABLA VI
RESULTADD DE LA FERMENTACION A UN NIVEL DE AEREACION DE 0.20 VW

tieapo produccion produccion azucares nitrogeno lactico praductividad'pruduccion velocidad
hr celular vitaaina- residuales residual residual vitamina . especifita creciaiento

g/t g/l git g/L g/t ag/Lenr ag¥/g.cel 1/hr
0.0 0.00 n.d. 454 2,94 1,36 n.d. n.d. -
3.0 0,11 n.d, 2.6 nd 7.03 0.0000 0.0000 0.122
4.0 0,28 n.d, 0.4 290 6,29 0.0000 0,0000 0,18t
9.0 0.45 n.d, 3.7 2,86 325 0.0000 0.0000 0,135
12,0 1,06 n.d. nd, n.d, n.d. 0.0000 0.0000 0.100
2.3 3.5t 1.5 361 263 0,00 0.0644 0.4214 0,060
33.5 6.80 n.d. 2.3 2,54 0,00 0.0000 0.0000 0.040
48.0 9.49 4.9 13.9 231 0.00 0. 1021 0.5163 0.007
49.3 9.62 5.5 13.9 211 0,00 0.0794 0.5717 -
93.3 8,94 6.6 11,9 190 0.00 0.0707 0.7383 -
118.0 8.44 6.5 [ .92 0.00 0.0351 0.7701 -




=n =l comzune de laz fuskbes Jde carkeews, la 2lucoEa se

adiciomd sl medic en whe concenhracide oe /L. para al

al irndcic de la fermartacicn se obbuve uns mayar

la adicionadsa, =shc  se

reductores  que  Son proporcionadas

farmentacicon  quadan  11.6 a/l.. Eshtoz azucarss. aungus reduchores, no

o ladctico, proporcicnada por

ig
—

o metabolizable=z, B caso del
consgne durarte las primeras 24 horas de indclada 1s

Farace Zer  aue kajo  las condiciomss de culbive

prafiare el lactato a la alucosa ya qus

zidad de  comsumg Fara lactabto, durante las primeras 24 boras

de la fermerbtacidn ez de 0,31 a/Ltxhre v para la alucosa de 0,33

=y las dos jumbos 1o que probablements le ayuda & alcanzar
=1 mayor  velocidad de orecimiento. Les (19325 raporta que el

cracimianto da presencia de alucosa v lactato presenta

ur crecimiernto  diduxico,  primarc, son un comsune de acido lachico vy

posteriormarte e alucosa Eri sste casoe ns =2 obZerva  eshe

i
E
i
v
o
5
0
.

comportaniento, positlemente por los tiempos de bomea o

a la fusnte de mitrogenc, durante =l

En 1o que resp

proceso, zolo e consume un bercic de la carkidad iniciall

Otro paramebrs que pernite conparar gprocesos diferemtes, e la
valocidad egpacifica e produccion de itamivea Byo (Qp
maV. Bya/g.celulashr) . (Warm, D., 1979, nAue describe la eficiencia

de  las célulaz para producir la vitamiva., En la takla VII ¢

iy
i
o
S
T
m
3
o
3

laz . velocidades especificas de  produccidn (Rg) & los & dias de
imiziady  cada  fermentacicm en funcidn  del flujo de aire para cada
urE.  Se puaeds ver gue aun =iemdo mejor el valor de @ para =1

process de 0,30 vevom.  con respecho xl de 020 vevem.e, &



implica wun Flujo de aire 1075 veose mayor. En la fermentacicern con

uma asraacidn de 0LET vovem., &l ovalor de G ez de L0076, pero

de 3 oem el Flujo de sira al

aus  bambien @ mayor  por un

Ll

reactor. Elle dimplica  wm nayor gszho d2 emrergia para valores ode
semnejartez; =i kiem a mivel de labaratoric na es ton loportambe, as
uma escala mayor @=  un parametro importante para la economis del
FroCesc,

TARLA VII

VELQDIDAD ESFECIFICA DE PRODUCCTION DE VITAMINA Ei- (Up)
A LOS DIFERENTES NIVELES DE AEREACION,

fiivizl de &p.“ aumento relativo
aereacidn del flujo de
(v vom ) (naVEy /3 calx air

a.al 0, noss 1
a. 10 0, e in
1,20 0, Gu7a 20
0,35 O, an7s as
Q.50 S0
0.5 &
.20 =
1.0 o, oa7z 1o
t.oo¥* 0. 0030 1un

res diaz de imicio de cada pro

FERMENTACIONES CON_DOS NIVELES DE AEREACION:

« La mayor parte de log  aubores reporban que la produccidn de
vitamina ge 1lleva a cabc en dos fases. la primera, bajs cohdiciaﬁes’
anaerdbicaz  para la produccidn del amille corrinoide v o la seaunda, en

=

cotdicion  agrabica para la  produccise del crgclechido 5, 6~DMEBL, que

completa la molecula de vitamina Byo.



For eshy razdr,  corsiderancs mecezario realizar =l sstodic de
produccicdn de la vitaming an fermenbacicemes con dog fasezs. combinanda

diferantes niveles de agreacidn.

be log rezultados  ercoobrades em la primera parte de este
estudic, =2 escogid wma aereacide de 0LGEC vwn vy una agitaciden de S0

FRm,  Aue corresponds & un valer de s ode 1003 R para la

Erinara o sedunds etapa, oomo 2 indica en la talla VIIID, donde se

muzstrarn los arimemtos glanteados fara el logra ode aste objebivo.

i

TARLA VIII
NIVELES ME AEREACTION FARA LLAS FERMENTACIONES CON
DS MIVELES DE AEREACION COMEINADOS
FROCESO 19 NIVEL DURACTON % NIVEL DURACTION
AEREAZION HIRAS AEREACTION HORAS
VoM, V. V.M,

E.1l gl Uoa 2 .20 24 a 120
E.Z .20 0 & 1.00 =4 & 120
E. 3 1.00 [XE-1 a. 20 24 & 120
B.4 .0l 1 a .20 = oa 120
E.S 0,20 & 1.0 & L2
E.& 1.00- 0 oa .20 & 120

n
-
0.
3
hi
3

Log criterics  usados  para escojer los miveles de asres
los experimertos Bol. v Bo4., se bazaron en azemnsiarle lo mas posible
a laz condicicomes de produscide de  vitamina & nivel irdustiial
(Speadie % Hull, 1360) donde la primera fase eg anaerdbica v la
" sizgunda éerﬁhica. Para los procesos BuZ. v BE.S., el primer nivel dé
casreacidlt  es  par la adaptacicon del B oshermarii a producie viﬁahiha,

tal come s observd en loe edxperimentos anbericres (babla IV, figura
), y& . que e2sta adaptada la bacteris este nivel de oxigenc, =l canbic

g o mivel de aereacidn qlbto =2 eszpera que ze incremente la masa



e imertios Ba3e y

celular vy la produccidn de vitaming Bypg. En laos

B.6., =zZe pensc Favare primaro wn mayor | crecimiemto celular oy

posteriormnante 1a zirmhesis de la vitamimga, Que SURQnEnose S

iroremnertaria por Wwha navor nasa oslular.

2l o Es:

Fermerntaciones con cankic &

Para las cambic

mevs corhirel con w sala

a las 2 Foraz Fug mz
mivel de  esreaciden de 0.200 v ovom ogue s omanbuvo constante toda la

fermartacicdm, va gue se wbilizd wun fueve lobs de ADM,

Em 1o que respecta al crecimierto celular en cada uno de los
axparinertos gue se  muestran o em la figura 10, se obesrva que =l

zimilar al contral durante las primerazs 24 horas, =sto

5]
k4
1]
1
P
3
-
10
o
o
110
[0}

la fermertacidén que

o
14
]
i
g

eg, anbtez del  cambico. La unica diferenci

y  Aaue durarte estas

sz imdcid corr e mayor o mivel  de
.
primaras 24 horas, la masa celular fus mayor en 0.8 q/L, com respecho

a laz otras, lo gque indica que szbte mivel de asreacidn 25 mejor para

imducir la masa celular, manteniendose ssta bendencia hasta el fimal

dal experinerto.

En la tabkla IX =2 chzerva gue a las 72 horas de iniciados losz
enperinertos  (donde encordramcs la mayor produccidn de vitaming en el

comtrol), la productividad de cg2lulas == mayor en aguellos com mayar
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TABLA IX
RESULTADQ DE LAS FERMENTACIONES A DOS NIVELES
DE AEREACION CON CAMBIO A LAS 24 HORAS.

proceso. tiempa produccion produccion productividad produccion
(hrs) maxe V.Byo celular mgy. g.cel espacifica
mg /L. g/L Lxhr Lxhr mgV/g.cel
control 72 S.b 7.62 0.077 0.105 0.733
B.1 72 5.1 7.40 0.070 0.102 0. 497
B.2 72 4.2 8,31 0.058 0.115 0.502
B.Z 72 5.4 10.30 0.075 0.143 0.529
TABLA X
RESULTADO DE LAS FERMENTACIONES A DOS NIVELES
DE AEREACION CON CAMBIO A LAS 48 HORAS.
procesa . tiempe  produccion produccion  productividad produdcion
(hra) maxk. VB2 celular mgV. g.cel especifica
mg /L g/L Lxhr Lxhr mgV/qg.cal
control 72 3.6 6,70 0.050 0.095 0,530
B.1 72 2.1 7.20 0.030 0.100 0.290
B.2 72 3.5 7.30 0.040 0.101 0.479
B.3 72 3.5 ?.30 0.040 0.129 0.370




nivel de asteacide, b comne 22 muestra an la Fiaura lleas. La mnayor

velocidad especifica de crecimierto la enconbramos e2n el groceso B, 3

1o aue coipcicde oo loz resultachs ridos ern la primera parte de
aste trabaja.
Ahcor e, coanpEarapdn esto valores de velocidad de crecimiento

para  log esperinsntos de reacidn conzharte v olos de cambic & las 24

a
n

horazs, = obsarva en esgtos Gltincs una dismirwcidrn en 2l valor de la
valocidad, Cresmoz  aue  esho ze debe - a que se trabajd con owun lote
difarerte de AJCM., guz 2z la Aue aporta priﬁcipaimamta la fuerts de
mitrdaero, aparte de obros metabolitos, que tal ves por ercorbrarze

2t menor concerbracide,  se havan agotado mas rapldame Limitando

la velocidad de crecimiento, agi como 2l nivel de cxigena

vitamina Byz,  la mayor

aze  de la  produccidn

m
1
—
En}

corcentraciden g2 amconbrd a las 72 horas en el experinento control,
ciguiendole an  produccidn el pracezo K.3. . ta&l como 2 muestra =0 la
Fimara 10 v am la tahlé Ik, Tauvalmerts, los valorez de productividad
y rendimientc de vitamima o mayores en a2l control que en los demas

.0l

m
ll
o—'
:.,
e
g

procesos.  En oagquel los que indciarorn com un nivel de &

VeVelte ¥ di 1.0 vaovam. . ztd vitamima hasta laz 42 horas. la
que e e2s congruente con los resultados abbenideos en la primera

parte, por lo nenos et 1o que se refiere a procesos con estos niveles

de agreacidr. Ezto pusde  deberze a la calidad del lote de ACM, gue

Fara entaender

m

resultados, s llevd a cabo ume seri

i

de oromatoarafias en placa fina, tal como ze imdica en materiales v



10
80
60
40
.20

111 il AT NN

PRODUCTIVIDAD (mgV/Lh)

038
06
04
02

E/“\: ;
AL

1.4 . LS L3

0.2 C

01 | )

it 11 ;lll J S ] Lt
012345 012345 012345 012345
G2 VV.M. 0.0¥0.2VVM. 10/0.2 VVM. 0.2/10 V.YM

T 1 EMPO (dlas)

FIGURA 11. (A) Froductividad de vitamina; (B) Rendimiento de'vitamik
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S armlizarie tarming la vitamina,

Dot g TR =Y T U

s gequedad  sn o wna ezstufa al  vacio,  con uns

tenperatura e

aaregarnds Juego 0.5 ml. de la solucidn de

proparol -cleaauros de agqul

tomaron 10 micralitros para corrsr la

cromzboarafia. Loz rezultados

muestran e la figurs 120 Agui ==

il

TV E L ] al  zombrol, & laz 24 horaz de indciada la
farmartacicn,  aparecs:  lax  mancha aue corresponds & la viteaming Byg.
vy hazta lasg 2 Faraz la gque corrssponds &l 9, 6-DME, =l cual va ssta

produziendoze en

T gque  dndica gue  em este  monenbo S

gimbezizs oz mayw a la odel fackor B {anille corrincdde) o

Fara =] proceszo Bal.,  es lag 48 borss gue aparecs 1a
Eeimera  mereshia, correspordiends &l moclad y la vitaming

completa hasha lazs 72 boras. Sis ambearoc, por la he

e

0
>
a.
il
o

determinacidn  de  vitamina, a las Thoras e detectarcs 2.8 masl. de

vitamima, =ir ta  mancha  en el cronatoearana.  Tampoeso

aparecs  am sl cromatograna & eete tiempo la marcha que corraponds ol
fFachor B, qus tampoco e encorbed duranbe las fprimeras 24 horgs. Esto
e imdicaria gque  moozz esbe &l rdvel adecusdo de serescide para 1
produccicden de la viéamina, autr heriando uné cathidad similar de masa

celular & la del cordrol.

La raxdar e gue fusra heasts las 43 horaz de iniciade est

i

process (pero va & 24 Foras del cambic) apareciera primaroc la marcha
que  correspatde &l mucladhidoe 5,60 DME, puede deberze al cambio de‘

asteacidt, yva qQue e auments 20 veces el flujo del zire al

fermertador, vy entonces  este  cambico en la comcenmbracian de oxigeno

afectd & la sirkasis de este compusshta.
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FIGURA 12. Cromatoaramas de las fermentaciones combinadas con
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Factor B (Fp).



P Sgceds e el proceso

L odoerde: e obhearva Sue o 1S

24 haras  de imiciade el proocs yva aFarace la marchsa que corraepaeds

a la vitamirma R y  lasta las 72 horas la gue corresponde al

[

n
i

TLE-DME,  cuanda 2l cambioc o en =2l mivel  de serescide Tus 42 horae

e

arbas., Al camtraric que =] cazo anberior, parece ser que el canbdc en
2l mivel de  aereacidn e afectd la produccide de vitaming. Enoeste
procesc, =l cambkic de  agreacidn sianificd wun aunsnbo de T owvecss el
flujo de aire: por lo que podemos pensar que cambics drasticos e la
concantracide de wigers, coma e 2] caso del gproceso Bole =21 pueds
afectar a laz encimas  gue controlan la sintesis de la vitamineg Bya
er melulas conpletas.

Em =1 prozesc Bo3Xe aparace la  mascha  gue corresponde & la

vitamina a partir de lags 36 horaz, cuardoe han transcurrido 12 haras

del  cambic en el npivel de asreacidn, vy ose mhiene esta hasta el
fimal  del procesc. Ez significative al bechoe de oque 12 horas despues
de  haberse dado 2l cambico de aereacicn ya anr azca la vitaminag, lo
U e suceds en log procescos anbericores.,

Ezte resultado ayuda a

s@auir . afirmands  que =1 mivel de gerescidn correspondierte & un KLa

28
hA

10,3 W™l 2s, hasta este monerto, =1 adecuada.

Ju
i

Fermentaciches con_cambic a lasg 48 horas

Fara laz fermertaciorss con dos miveles de aereacidn com cambio
a las 48 horas, g2 volvio & realizar um pueveo conteol com e nivel

corstants de asreacidrn de 0L2Z0 v o vom o, va aue =& cambio =l lote de



AN e Py Los siguiant a las
proczsc: B.4.0 B.S. v EBLfa.
Farg =l cracimiests celular @m la Flawrs 13 =2 musstra el

Ferimertos v el nuevo coehr

zlular de loz procescs B.4. v B.S. =s semejante

Mo azi para el procesc BLEL, donds
a laz 42 boraz  (oomeoto dz2l canbio de aersacidn) o fue mayor  por
S/l Fesultads ioual  ogque el proceso B3, domdes se irdoild conoun

mivel de asreacion de 1.0 v ovom.

-
b2

Em  la tabla ¥, observames  la productividad celular a las

bisras de dimiciados lof procesos, donde el manor valor correzgatuds al

comtiral vy lusac &l e B.5., gue tiermen Somoe ca

MR lag primzraz 4 Fixtras ool aereacide ioual., Loz valares de

productividad =& arcusrtran graficadoszs en la figura 14e,  ziendo la

mayor product i lular la del proceso B.6.

Core respecto a  la produccicon de vitaming Bio. en la figurs 13

e muestra la produccicn en cada esperimento estudiade, compardndelo

cor =1 ngeva Ezte muava combral 1o podemas caomparar et 1a

fiaura 1% vy 16, donde ez mernor la produccicn v el orecimierde czlular

para  los  exparimentos con cambdo & laz 48

cambic Jde 1o o= ACM.

La mayor cantidad de vitamina se abbtuve ern o=l comtral a lazs 72

Fioras del  dimicie de la fermertacidn, siguierndole e produccidn los
FrOesos LS.y RUEL, Enm o=l BLS. la produscidm e vitamica ziogue

aunertards hasta =2l Firal de la fernentacidn, esto cone comsecusncia
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% FIGURA 13. Crecimiento de P, _shermanii ATCC 13673 y produccion de

DIAS DE FERMENTACION

Vitanina Byjo para las fermentaciones con niveles de aereacion

combinados con cambio a las 48 horas.
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(A) Froductividad de Vitaminas

(B) Rendimiento de

Vitamina y (C) Froductividad celular de E. shermaqii para las
fermentaciones combinadas con cambio de aereacion a las
48 horas. :
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FIGURA 15, - Comparacibn del crecimiento de E,Shermanii
para las fermentaciones combinadas con cambios
de aereacion a las 24 y 48 horas. (A) control
(BY 0.01/70.20 3(C) 0.20/1.0 y (D) 1.0/0,20
VeVefa.
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FIGURA 146. Comparacion de la produccion de Vitamina
Bj2 para las fermentaciones combinadas con cambio
de aereacion a las 24 y 48 horas. (A) control
(B) 0.01/0.20; (C) 0.20/1.0 y (D) 1.0/0.20

: V.V.m..



del  auments  de mnasa celular provocado. par el cambic de mivel de

asteacidy vy e comgecuencia, un aunsmto e la simtesis de la vitamiva
cuands el wmicroorganismo se encuentra adaptads al mivel de asesreacics

de 0.Z20 v v m. Este resultade se puede comparar al procesce B.6.,
dande & las 72 horaz ze inicia un descensc en la comcentracion de la
méss  celular, donde la concentracion de vitamina permanece casi

camstante hasta =1 final.

En  lu tabkla ¥ 24 muestra que la productividad da vitamirna a las
72 horas ez senejante artre &l comtrol v los proceszcs BoS. vy H.&L, K

azi n 2l procesa B.4,, dorde el cambio de aersacidn afectd la

14

produccidn de vitamina (Fis. 14a). En =l caso del procesc EB.S.,

hacer el cambic de aereacidn a las 43 horas resultd benéfico, va qus

la células se  encantrardn un mayor tiempo en el nivel de asreacidn

W

en 21 cual la biosintesis de la vitamina fué mejor.

En las figuras 15 vy 16, = comparar - los 6 experimemntos

1]

anteriores con sug  controles. Ez de rotarse gque en loz tres altimos
Prozesos jurto con sy control, la produccidrn de vitamina disminuyd
con respacte a  los trés primerce v su comtrol, Em 2l caso de la
produccidm de masa celular, =¢ sensjarte a todos los exparimentos
anteriores, por la menos durante las primetras 24 horas vy disminuyen -

gradualmente para los procescos H.4. al B.6.,3ue fuercon llevadas a

cabo con un lote diferente de A.C M.

La diferencia mayor en estos experimentos, aparte del tiempo de
cambic em =1 nivel de azreacidén, fue la calidad de la fuente de
nitrégeno, que en estoe cascs fug &l agua de cocimiento de maiz. Para

este sustrato solo se ajuste 2l contenido de nitrdgenc para el madic



de  cultiva, =ity enbarags deke haber diferencias et camtidad o calidad
de  alaurm obre =uzhratce guse  aporta esta fuerte, que  siends tan

compleja, e isualmerts dificil controlar todos sus comporentes,

Comparands  anbos  procesos v 2us conbroles, noe damos cusnta de
qua el agua de cocimiento de maiz 2= buena péra saportar 2l
craciniente celular, y emn alqunas ocasiones, deficiente para inducir
una  busrma produccidn de la vitaminas, o biesn, mantener los niveles de
produccich, Huber vy colabaradores (1963), realizardn un estudio con
difarentas lotes de agua de cocimierto de maiz, donmde llegaran a la
cornclusidn de éue los mutrientes Aque apoarta esta sustrato sor da
dificil combraol, ya Aque =2 depende de la calidad del maiz y de las
condicicnes de zu tratamiento. Los autores concluyen en este estudia,
éue si_ el ACM produce lo esperade, as buens, aungue no da paramnetros

para comparar la calidad del sustrata.

En conclusidrn sobre los axperimentos de aeréacidn constante y
cor cambio & las 24 y 48 horas, == puede decir que el mejor proceso
es cory ur nivel de aereacidn  constamte de 0.20 v.ovem., gue
carresponde, bajo las condiciones experimentales de trabajo, a un
valaor de kya de 10.% k™! (en agua). Esto se muestra a lo largc de
la investigacidn, donde la productividad y la produccidén de vitamiva
a las 72 horas de iniciados en los  diferentes loﬁes de agua de .
cocimiento de maiz, siempre fueron mayeores en los controles.

Gi la célula se adapta a este rnivel de azreacidn dezde el

imicic del procesc, no se vera afectada la produccidn de vitamina,

n

ome suceds  en los precsscs donds primero se trabajd cor 0,20 vevem,

y posteriormente se 2lave a 1.0 v v m.



1966) v Burton (L3E1),

rhardn que las

erzimas  que  imician vy corbeolan la biczinbesic de los bebtrapirroles,

eghin  reguladas por &l oxigenc,  que cimplde la forpacidsn de los

In}

produyctos Finales de eshea via. Abora, por los resultados obbenidos an

id
it

esta Lrabajo se pusde  deducir que canbios drEsticos en el mivel de
mEracidn provocan uwna alberacidr en la tendencia de produccios de
vitaming, come fus el canbize de 0001 vevem. & D20 vevem., (8 200, rma

aci  cuwands el cambdo fugd de 0.200 vevem.e & 1.0 vevam,s (25 e &l

cotrbraric,

El  trabajsr  erin oo nivele

altos  de  aeracide,  Eueds
provocar  ause la eroduccicer de vitamioa se retardes hasts por 24 boraz,
leo migmes cusrdo 2z indcia con mdveles bajos de aereacidr, por lo qus
2z praferible fo cambiar laz cordicionss del procesc, va que como Se
absarva, =t los canbroles se panbiene una terdéncia en la produccidn
de - vitaming. Esto 1mp11Lm la macesidad de profundizar los eztudicos de

reaulacidn de  esta via, oom célulazs conpletas vy bajo las condiciomag

de aeraacidr probedas trabajo
For abroa lado, 2l yzo de un gushrato comelejo cone &1 A OOM

praegenta variocs problemaz gue se rescolveran hasta determivar todos

log - comporentes que de =2)lla forman parte, vy brabar de martensr la

corpzerhrazide de o =llog en obros lotes. Si omo gs posible conmbrolar la
calidad o=l A L M, s= deben de fijar limites infericores dorde la

produccice ee aceptabl ars las diversas calidades del sustrate.

i
°

industrial de produccion de vitanina Byo  por

P Ehermanii imelica una primers fase de 42 horas en

corpdiciones arnasrdbicaz, saturando sl re - zoen mibrdgerno (Aries



0. Alora, el ousar wn solo mivel de

=0 TNk Rt ] la  Faermentacidn, imelica  wun menor oocsto, por Zer

o

méas acoromics el wso de aire desde el principio.

Fat & loogr &g valoreas de 1.3 kol oen el KpLa, bajo las
condiciones  axperimentales ze  fijarcn:  un flujo de  aire de .20

vvm -y wha agitacicdn de 350 rem. Pars

mportarte,

it
i
o+
0
in
[0}
.

Coma el obhjebtive de eshe frabkajo fus determniner las condicicemss

5

de  produccidn de vitaming para el proceso de culbtive cortinge, est

lII

ze lagrd al  encortrar gue o nivel Jde asrescidn constante durante
todo &l proceso e suficients para producic este metabolito. Como es

una  =ola fase, o serd necesarico el tra j & wr Jos reachores Somns

la propuesta de  Rilay  (1961), que va artazricrmente. E1

-
i
a
n
o
o
3

2l wso de urn solo

i

—
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ugo  de o solo miv

2M copsecuenszia las mecesidades de equipo, azi como el

coghoo de  opsracicde y de coevbral., S10 esto es posible, s abes la
recesidad  de prozesuir  estos astudicz, va o gque  la literatura no
reporta  antecedertez zobre la produccion de vitamivme  er cultive

mokinue, e uma 2ola fase de asreacidr.

Hasta ahora parecs ser gque el mejor nivel de produccidh de la
vitamina Bye ez cuands se  brabajas con 0020 v v om oo En laz figuras
17,12 y 19 =ze& mnuestran los valores de producciden, produccies

‘espaecifica v productividad de witaming, reportados el porcemtaje ()

cot respects a2l procezo conbrel,  yva o ogue asl se facilita la
imterpretacidn b= los resultados cbberidos e log  procesos

Joambinados) El  100¥ de producciées represanta la cartidad de
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vitamirg obbternida en el conteol & las o 72 howas de imiciadeos los

experinertos.  La parbte sombresds de las berras indica valores mayores

al 100%,

S la figura 17, =& pusshra =1 porcentajs de producoi dem
respacto &%l combrol  de vitaming para los procssos con canbio en el
nivel de asrescidn a las 24 horas (Fige 17-A) v & las 48 boras (Fia.
17-B) . Agui =e observe Gus en logs conbrolass, la méaxima produccidm de
vitamimg (100%)  fuz & laz 72 horas, mejorandoss la produccidn Rasta
ar W 30X e &l mivel conbdnado de L2010 v ovom, desds las 96 hazta

Iz 120 horas,

La  figura 12 muestra =] porcentaie de produccidn espesifics
o respecto &l coembrod pa?a ainbos procazos combinados, bomardoze el
100X & laz 72 horas de indciade =l proceso, La fisura 19 muesstra los
porcartaies de  la productividad con respecto al comtrol cuyo 100% e

fijd & las 72 horas.

Fara finez practicos vy siendo de inporbancis para nosobros la

capacidad de produccitn de vitaming  Byje  eor E.

PuEshras condicicrnes e traba o, TE COMEEEan
Pp%centajes = =] Pruductividad y  produccién especifica, ague tenilendo
=ignificados  Jdiferentes, muestran la eficiencia del process sobre 1z
célula misma (prmﬁuccién sspacifica) e wn caso vy el de productividad
zobte 2] procaeso ern general.

Fara la produyccice ezpecifica (Fia, 1) ylla productividad

(Fiz., 19, erconbrames que enbre los procszcos control para el cambic

fa

& las 24 y 42 horasz, == chzarva variacisn entre log resultados, para

loz - distinmbtos lotes i IS da cocimisnts de maiz,  Ests
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FIEURA - 15, Farciento de produccion ezspecifica de vitanina Byo
para laz fernenbaciones combinadas. oon canbic de acreacion a
las 24 horazs (A) v a las 43 horas (B) con rasme
constante de asreacion {(conbrol). EL 100N Jde produccion e
Fijo a loz tres dias del imicico de la fermentacion. Las
zomas oscuras indican valores superiores al 100%

—to @l nivel
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Coampsr Taen L ek o loo ercortramce: de grna nanera mas Jdrastica cuando ze

comparan anbos proceeos conbimados, Ezto pusde ser una indicacidn mas

i

Lo de maiz afectan 2l

der que loz digtinbos 1ok de aglua de cocimie

procesc. La obesrvacion e acenbua cuando e realizan cambiczs en =1

nivel de asrzacidn,

Cultive Cowrbivgcs

La  produccide de vitamire Bijz =22 ki llevade & cabo
narmalmente  en | procescs en lote vy la obdherncion de este metabolite

mediamte  obras  proceses me ha zido muy  usade. En la tabla II
ercorbrancs que sola los reporbes de Riley., (1361), Pritchard,
(1277, Lee, (1974) =zon ern cultive comtinun v el de Yaongsmitk (1923)

fue cor células irmovilizadas.

Riley, (1961) establecic un  proczes corbinue de cobbemcidn de
egta  vitamima tomando  en cusrda la produccide tradicional en lote,
primera una  fase armasrobia v posteriormente uma fase a la sue se le

adiciona cuigeno, cada faze an un reactor dighinbta,

Otra  procasa  eh una 2o0la fasze, bajo condiciormes de oxigenacidn

25 =1  propuesto por Tsuchiva (1920), pero trabajando con Fzaudomorias
AM-1  gque crece v produce la vitaming en concentraciones de 3 ppn de
coedgerio, azi [ulel/iVu] el repoarte de  Pritchard  (1977)  zobre el

comporbanierto de B t1 cultive combinuea, donde cuantdfica

la aparicide  de enzisas del tipo de  leas  citocromos, sin habker

estudiade la aparicidn de vitaning Eyg



Cor bage an los reszulhtados obbenidoz & loo largo . de este
provechs v oarbe la posibilidad de producir la vitamisg bajo uma fase
gardbia  constarbs Jurarhe fooo 21 blenpe que dure el proceso, =@ abre
Za'poaibilidad de proter @l owlbive comtinun comt un prooeso de
cbbancidt de la vitamima Byg. Esto plantes una perspectiva distinta

& la planbeada por Riley.

Farzy eshto se procedid a montar wuhe mueva fermettacidn sn lobe
bade  laz cowmdicisnes bajo laz cwales =e lomro la mayvor produccion de
la  vitamima, e decir, con uns aereaciorn de 0L20 vovem. y agitacicon

de 3ET rpm (Kpa = 103 ol pere Do wp puevo lote de agus de

ccimiento de maiz,

el comportamiento del

proceso oo &shte pueve lokse de sustrebeo.

Las  rasultados de este eshtudic em lote sa muestran en la Fiaurs
20y en Ala takla MI  dords se sefala la cinética completa con los
valores de rendimiertos v velocidades egpecificas y volumétricas,
pecesarics  rara la  slaboracicn  del  medio de oultive que Fluird xl

Feactor para mantener un estado estaciotario.

Et mete proceso en lobe, a las 24 horas de iniciado se abbuve
ura  concentracide de vitamira, la cuxl  fug mds o mencs corestante

durarbes hodn 2l proc
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tiemds a disminuir, lo cual parecic CJnvenieﬁte Para marterzr sn este
memerks un estado estacioraric midz  estable  estands muy lejos de
Ilegar & la velocidad de dilucidn critica por trabajar con altog
vlores [= =3 taza  de diluciem (D). Em eske  momerto,  Rarbo la

productividad vy 2l rendimierdce de la vitamina zon
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' TABLA XI
CULTIVO EN LOTE FARA DETERMINAR
LOS FARAMETROS DEL CULTIVO CONTINUD

tiempo peso seco Vitamina EBj» glucosa productividad productividad

(hirs) (g/L) (mg/L) residual vitamina celular

(g/L) (mg/Lxh) (q/Lxh)

0.0 0.70 43,4 n.d n.d.
4.0 0.98 41.2 n.d 0. 0068
8.0 1.59 40.6 n.d. 0.11086
12.4 2.50 8.1 n.d. 0.144Z
16.0 3.2 n.d. n.d. 0, 1862
20,0 4.10 6.4 n.d. 0. 1493
24.2 4.94 1.9 0,22 0.1764
2B.0 5.20 29.5 n.d. 0.1803
32.0 413 n.d. n.d. 0.1910
40,0 bbb 22.7 n.d. 0. 1665
48.0 7.44 n.d. 0,12 Q. 1550
70,0 B8.54 18.1 0.07 00,1220
83.0 .02 ?.37 0.07 Q. 1086
.0 8.68 8.65 - 0.06 0.093%

120.0 ° 10.48 g.461 S 0.06 0.0873




Cory bazs corciuyo Tijar bajo eshas mismas

condiciones, 2]l cwlbive contimwos & lag 20 horas  de indciade 2l
FEOCES futnly los siguientas raranetros imporbamtes  para o la

slaboracidon del proceso.

concertracicon celular a las 20 horaz: 4.1 9/L.
valocidad de crecimisrba (4)3 0.0527 ko1
azZucar conEumidoy 7,17 a/ll.

Pty deogeie comsunide: 0,43 3/L.

gz (alucosa): 0L5076 a/L.h,

Fe (nitrdgero) s 00024 a/luh

r,

c (alucosza) s 001238 q.aluc. /g.cel.h

Q5<nitrdgena)= 0. 0045 g Ng/geaal.h,

Yiy== U 5718 3. cel/a.3lucosa

De  acuerds & la cuacicones que fijan 2l estade estaciconariao;

uw
10

para 2] cultive contirus (Wara, DLI., 1973):

w“EY (S = §) ----- (1) y: D=F/V= mm—==(Z)



4, 1g.cel/l, =0, 5718a. cel/e. 3lus (Sy - )

(Bn - 9= 4.1g,cel.L7 /0,5718a, cal. ¥ 3. 9luc™?

@
]
i

S)= 7.17 a.aluc/l..

Fara la spouwacion (2), despejando 2l flujo:

F=DmV= 0.0527h71 s 2000 ml.= 158.1 nl/k

i lwme valarezs de comsunoe de suwstrabo & laz 20 haraz de

imiciads @l prooceso soes
qz Flucosa= U.TI76 a/L. k. Para 2 L. Az =1 T3/ 30 ke

AgNe = 0, 0247 g/L.k. para 3 L. Az =0. 0743/ 3. b,

Y

e 3lucosa=0.1238 g/a.cel.h.; para 4.1 a.celulas/L,

He  Blucosa=0,S07%  a/d4.la.cel.by v para Ak, de  velumner del

fa)

W

glucosu=1,525 g.23luzosa/12.3 a.cel k.,

y para 21 nitrdoeno:

GeNp=0. 148 g3/3.cal.h,; para 4.1 a.células/L

QANe=0, 02 a/4.1 a.cel ks v para 3L, de volunen del reactor



Cor estoz  dabos v paglble Formalar @l medic de cuylftivoe que
zRrVIirg come afluante al tmashar para manberer el estada

zhacicmaric, El madic e formulo com uma corsen

g

gxide de 10s/L. o

it

aluooza,  1g/l. de mitrdzens aporbads por el soua de cocimienbe de

maiz vy Sppn de cobalbe, temierdo asi una concertracicon de alucosa en

el flujo de entrada de:

y de mitrdgeros

cawr lo gue ze manbiens  constarte el valor de @e para glucos

ne
i

Yy s
sobrepasa el valor de @ para nitrogers,  por lo gue 2l sustrato
La  fuerte de mitrdosnc  pernanecs . ar

exceEsEn, &3l como el

quE =z encusnbra e una corcenbracidn de

Ern  la figura 21 == mnusshra 2l diagrama del montaje del squipc y
gocesorios necesarics para =l reactor  acondicionado para cultive

cartire.

Em la= figuras 23 Yy 23 =2 muestran  los  perfiles  de

comportamiatte del  culbtive continus vy en las tablas WIT y WIII laos

resultados de cada

T

Ern  la figura 22 se musshra el de comportamientc del primer

cultivae  comtinue, fijandose =te @& lag 20.5 horas de iniciade el

1

process s de fermertacidn, Se obheerva wuma tendencia &l lavado celular

v 2l o reactar,  zin clograr un estado eztacionaric. Igualmente en 1



AIRE

FIGURA Z1. Diagrama del equipo para el proceso del Cultivo Continuo
(1) fermentador, (2) medio de cultivo nuevo, (3) caldo gastado
(4) NaOH, (5) potencidmetro,(4) detector de oxigeno disuelto
(7) filtro de aire, (8) difusor, (9) bombas peristalticas.
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FIGURA 23, Ferfil d.el cultive continuo con una © .
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SALIR Df LA BIBLIUTEEA

TABLA X1
CULTIVO COMTINUD  CORRIDA NUMERD I

peso Vit B %020 azucar N2 preduc protuc-  rendiai
tietpo  saco 1 3¥4 residual resigual tividad  tividad ento
-brs geel/L . mg/b g/L g/l.  mgV/th  g.cel/th  mgV/g.cel

0000 0,000 0,000 7.0 0,000 3L7%H . 3.000 0,000  0.000 0,000
17,000 2.90 . 4,330 6,80 0,000 27,240 2,200 0,285 0174 1,462

20,500  4.2%0 0,000 7.00  0.000 nd. n.d. 0,000 - 0,208 0,000
2,000 4.4 5220 7.0 0.000 38,370 2,200 0,23 0,201 1,478
23,100 4.020 0,000 6,35 0,009 0. fo G 0.000 0174 4,000

25,200 3.700 2,980 6,90 C.000 21,740 2,10 GIE 087 0,808
27,00 4,550 3,500 6,685 0.000 17,340 1,700 0128 0187 0749
29,200 4,750 0,000 6,55 0,000 a.ds nde o 0,000 0,483 9,000
40,400 4.3 3.000 5,83 0,000 21,870 1,400 0,074 0,110 0&73
46,100 4,160 2,800 6,85 0,000 14,510 0,000 0,061 (0,090 0,673
82,100 3,830 2,100 6,50 0.000 1,59 0.000 0,040 G079 0.579
64,400 3,88 2,900 6,80 0,000 8,130 0, {00 0.045 0,059 0.757
70300 3,630 1,700 4,80 0,000 6,800 0,000 0.024 0,082 0,448
400 3,450 2,600 6,80 0,000 6,479 0,000 0,038 0,083 0,751
90,100 2,810 1,200 £,50 0,000 4,870 0,000 9,03 002 0,427
94,030 2,916 1,700 6,80 0,000 4,870 0,600 6o 00 0,584
100,000 - 2,810 1,800 5,80 0,000 4,870 0,000 008 0,08 0,441
114,000 2,830 2,000 5,80 0,000 4,230 0,000 0018 0,023 0.7¢0
124,000 22,730 1,700 6,90 0,000 .60 0,000 0,014 13 0,073
135,000 2,430 .200 6,80 0,000 | 2,380 0,000 006 0,018 0,905




: TRELA XI1I
CULTIVO CONTINUO CORRIDA NUMERD 2

peso  vit pH %020 azucar lactico N2 produc produc  rendiai
tiempo  szeco  BI2 residual vesidual residual tividsd  tividad - enio
hrs geelfl  mg/L gL all. g/te  mgV/Lh  g.cel/Lh  mgVrg.cel
0,00 © 000  0.006%0 2,00 3849 12,00 300 0.000 0,000 0,000
20,00 3,69 40065 0.00 18,38 .00 % 0,300 0,188 1,826
25,00 413 AS06590  0.00 26,98 L3 L9 0,160 0.1¢5 1,090
30,00 35 20690 000 24 000 220t 0,173 0,122 1.42%
41,30 3.8 S.70 4690 0,00 16,80 0,60 163 0138 -0,088 1.570
48.10 3.8 380600 Q.00 1511 a0 L0 0.7 0,079 -, 1,008
54,30 38 390860 GO0 8,80 0.00 - nde 0072 0,071 1,013
66,55 420 210670 0.00 2.35 0.00 .05 0,032 0,064 0,8%
.00 18 22063 0.0 £.80 000 ade 0,03 0,054 @,57
8.3 LR L4045 0.0 7.46 000 087 6,027 0,088 0,597
91.30 LB 220680 0.0 6,80 0,00 ndo 0,028 0,035 0,681
101,00 310 28068 0.00 4,34 0,00 08¢ 0,026 0,03t 0,830
113,40 2.9 2.70450  0.00 6,80 0.00  nd 0,024 0,026 0918
122,10 33 22204620 0.00 6,80 000" G2t 0.018 0,027 0,665
136,40 25 23065 0.00 518 aoe ST 07 0.01% €, B82




comncentracidn  de vitamima, la tendencia ss a dismirdir =u produscidSe.
Fara corraegir este  problena, a laz 70 horazs de  imiciada la
fermentaciot, =& Jdisminuyd la velocidad de dilucicn & wne valor de
0.047 h~l, fijandose un  flujo d= 141 ml/h, hokdndose un equilibric
semejante &l estado estacioraric entre 20 y 25 horas después del
cambio en la velocidad de flujo, conservandoss una concentracidn de

masa celular de 2.5 & 2.9 g/Lk. v de vitamina Bys de 1.8 a 2.2 ma/L.

A partir de sste rezuyltade s monto otra experimento de cultive
catt imuc corr lasg  mismas  condicioties que el anterior,  variandeo
unicamarite la velocidad de flujo de entrada v de salida del rexctor.
Se fij& com uma  taza de dilucidn D=0.044 h™1 y F=132 nl/h. En la
figura 23 vy en la tabla NIITI == muestra =l comportani=znte de eshe
nueve  proceso. Se obhserva que comisnza una estabdlizacion del procaso
aproxinadamente a las 47 horas de su inicic,moments en 2l gque solo se
habia dado un cambiso de valumen, matteniendose ecsta tendercia por 60
boras  mas, donds ‘ya ‘=z habia cambiade tres veces sl volumen del

reactar v tambien fus el momento en &l Sue e cortd

=

1 experimetito

hi3

por  habarse agotado la ressrva de systrato, en este caso, =1 &3ua de

Rajo las condicianes de trabajo éxperimantal, fijar el cultivo
cortirue com B. ghermanii tiene gue ser & velocidades hajas‘de
crecimienta, es decir, cuando en =l cultive en lote la bacteria va
sobrepasd  la maxima velocidad de crecimiento vy la concentracidn de
azlcares, que e este caso actuaron coma limitantes del crecimiento,
se  encuentra en una concerntracion meno? a loz 10 g/Li Loz resultados
parecan indicar que ‘ el factor limitamtse de la velocidad de

crecimiente del microcorgamizme == el zustrato pero no el escogido,



Aue e 2ste Caso fue la glucoza, sino aloun sustrato gue aporta =l
agua de cocimierte de naiz, aue al fluir en muy bajas camtidades al
feactmr, 2] CEPE LN v'el Emsible suztratn Son aran velocida&,
inpidiendo btener un valor copstante de maza celular, paor lo que és

szt imentos bajo urm ramao nuchae

o

inportante cortinuar este tipe de
(Xl 2 Y= Mmas ampelio e valocidades de diluczidgn vy aumentar la
concentracidn  da  ACM en 2l medic para que no actue como 2l sustrato

limitartea.

i =2 canpara la produccidn total de vitamina ertre 21 procesc

o0

ah late gue girvid  como control para esta Gltima parte del trabajo
exparimental (fig, 20 y Tabla KI) vy el altimo proceso de tultivo
cortinue, =ze absatrva que para el primerc la concerntracidarn de vitamina
obterida’ &l firal fuz un promedic de 6.4 mall, para 3 litros de
volumern del reactor da un total de 19.2 mg Qe vitanina, mientras qus
para el cultive continug, donde se recolectarom 14,7 litros de medic
de cgltivo, la cantidad total de vitamina fus de 43.3 ma, lo que hace
un  propedic de 305 ma/l. La productividad para 2l lote fud de 0,053
m3/L¥ v para el cultive continue de 0.026 mg/L¥k, ez decir, la

productividad en lote fug mayor al cultive contivuc,

Eztos resultados, no tomando en cuerta a las fermertacicones er
late, no son indicativos de la factibilidad del procese, va qus 1§
condiciones bajo  las cualez se montd €l cultiveo continug no son las
ma= adecuadas. En primer lugar, =1 control ge flujoé se llevd a cabw
corr 2 bombas peristadlticaz, la primera para fijar el flujo de entrada
y la seaurda  para =l de salida. Eztas bombas son muy senzibiee &
camtios ‘de voltaje en la  corriente eléctrica, por lo que ze

cbzervarom  variaciones de flujo durante =1 procesc.  Tanbien, la



marguera - uidida al o cabezal de la bonmbkea peristdliica sufrid dafics
severcs, oome ez robura de las paredes de la maresusra, Con una

cotsecustte

En =1 fprimar

flujo de
aspar L nartc

@l gazundo

controld  wumicanente

recalectora del medic

litros v todo excesa
En

este Gltimo

et rada

par el valumss
mL/k. Ezta diferencia
calulas vy del sustrato,

entrada que de salida,

Far

axpear imerto

e Fijd & uma velocidad de 132 ml/k.

caida de la prasidn y del flujo.

exparinerto &l mavor problema fug manbterer iauxl

Par

ot

con las 2 baombas paristdlticas.

da cultive combtinue el flujo de salida se

raeactor,

valumen del sz calocd la mansuesra
de  cultive en la superficie del volumen de 3
arrazhrade al exterior.

dz cyltive comtituo el flujo de

y 21 dz salida calculado

cierto tienps, dic un promedic de 122

sefiala i mayor tiempo de residemcia de las

ncia la estabilidad del

1]

lograndose am conzsecy

cultive coitinge, Este problema de eguipe es la mayoer limitacidn en
los  procescs de cultive corbinugs,  cuando e rexliza con squipc no
adecuade para este process especifico.

Comparands  loz  resultados obtenidos, el cultive continue no
parece ser  una tdcnica- muy adecuada para la obtancidn de-una mayor

cantidad de vitamina,

Ambos proceses tuvieron una diracion de 120 &

130 horas, sienda la maycr produccicn final de vitamina total para el

lote, vy pars 1 caso

duplicd =n comparaczion

del cultive continuc, el gasto de aluccsa ze

con  la usada en las fermentaciornes en late,

cbtenierdose scola la mitad de vitaminag en ecstos yltimos experimentas,



Eztoz  paranetros  zon inportartes para elaborar un estydico
acordmnicoe de facktibilidad de produccior de este matabolito bajo
condiciones  conbimuas, temiendo er cuenta la necesidad de eguipo vy de

corbral  del procesc. Este  fué el mayor linitante para este trabajo

Ld

experinental .




CARTITULD VIIT

CONCLUSTONES
Bajo condiciones rorpales, la  vitamine By
fermentacion de P, shermanii tequisre de doz  fa
araarabia, Jdode se produce el ruclectido 5, 6-DM

gerobia, recesaxria para la produsccion del anillo co
e asta investigacion =13 & demostrado la
Propionibacteriun  shermaili  para producic vitaminag

de aareacion comstarte v ocon

cambrios et dichos niveles

producida  por
==z, La frimera.

By lasegunda,

trimoide. Ahora,
capacidad | del
bajo oondiciormms

de aareacion

Bajo laz condiciores de  asreacion probadas, desds 0,010 v.vom
hasta 1.0 v v m con una velocidad de agitacion de 350 ¢ g, v de
1.0 v vy pero g &90 rpn, e obgsrvaron conportamiertos diztinbos,
ezt e, a niveles de azreacion ndy bajos, de 0,01 v v im vy & niveles
de asreacion wmuy altas da. 1.0 v v p, laproduccion de vitawina ge
detects hasta las 49 horas  de irvdeoiada la fermentacion.  Bajo ios
rivelez de asresciom erbre 0010 v .80 v v la produccion de
vitamina fue posible detectarla a partic de las 24 horss de iniciada

cada fermentacion.

todas las fermentaciomes con as

De

treacion constarbe estudiadaz,



1a Qe mejores  resultados presenta o2n 1o gque respecta & la
produccict, productividad y  rendimiento, fus la que se llevo a cabo

con  una  asreacion comghtante de (0L20 v v moy 350 rem, que corresponde

& oun Kia de 10.3 bl oen asua.

Como este nivel de asreacion fus el mejor bajo las condicionas
dal trabajoe experimental, se escogic este como corbrol para log

procesos  en los que se combinaron dos miveles de aereacion, haciendo

lag cambicz a las 24 horas para wis serise de exparimentos v a las 42
horaz  para obra  serie, wsando & anbos casos las nizmas condicicnes

de aeteacion.

Los  resultados de  estos procesos  conbirados mueshtras que et

todos  estos axparimentos, loz valores de productividad fusror mayores

cuatide S inicio I ¥-3 fermentacioe copn una asreacion alta vy
postericarnente se canbic &l Flujo de a&irse & 0.20 vovem. . Auregue estas

resultados =on los majores pars estas condiciones de trabajo, los

corbroles gue 22 prapararon de eghos axperimentos con un nivel de

azrescion constante  de 0,20 voov o, zianpre fueron mejores gue las

Ern el casco de los experimentos de cultive continus, donde se
siguin  wsanda =)l nivel de sereacicn de 0,20 v v om, la produotividad
SFarpentacion an 1ote

i

lag process

ft
153
B

fus oyt SOX mernor oot respaecho

cor la misma aereacicr,



Aurgue  solo 2 hiciaeron dos corridas de cultivo continuo, los

itz muestran  la

hg

resultados  aqui  presentados para sstos experio
mecesidad de sesuir  experimentardoe  pero  cor tasas de dilucion (D)

merores & las  probadaz, para asegurar  una masa celular constante

Una aran limitante para ruestro estudic fue el no contar con un

sola lote de Agua de Cocimiento de Maiz (A C M), que aparte de

@

partar =1 mitrogeno v las vitaminags mecesarias para el desarrcelloe de
la bacteria, aporta obra seris de elementos que son impartantes para
la  produccion de la  vitamins By, Fus por ests razon que para cada

sarie de exparimentos, se realizo sienpre una fermertacion control

con wy Flujo de aire de 020 v v om.

Camo =2 pusdz ver en las  resyltados, los controles =iempre
prasentarcy diferencias en la produccion - de la vitamins. Estos

resyltados musstrarn la importancia de  conbtar con lobes grandes de

=] sustrato vy de corbar con mebodos de conssrvacion para evibtar su

degradaci o

En 1o aque respechta él craecinisente celular, la velocidad de
crecimiente  aumenta  conforme se incrementa el nivel de asreacicr. Es
par  esta razon qQue e los procescos conbinados donde 2 ousc @R UG
primera  parte de eshtos sstudics, wum mivel  altc de asreacion, e

obtuvo  la  maysr  productividad de vitamive,

sequranente & la mayor cathidad de ocelulas en el reactor.  Es

impaortante  recalcar o gque an o estoz estudics los conbtroles siempre



fuzton mejores.

Tambiiar, cuarnds sa  comparaty  log  procescos  combinados y sus
cotrbroles, con respecto al crecimiento celular, y tomando an cuspta
que la variable fue 2] asua de cocimianto de maiz, se puade observar
que el crecimiento  celular siguio la tendemcia Aue =e esperabs; a

Cmaysr asreacicon mayor maga oslular. Para» para  la producciorn de
vitaming, los resultades no fusror comparables. En este caso se pusds
concluir  gue para hacer mnas motoric elefects de la asreacicn, se debs
da tensr un conbrol oy sstricte del medio de culbtive, va gque en azte

e para el incremento de masa

it
3
vl
o
=<
2
3
il
5}
4
n

caso la fusnte d

celular, no asi para la produccion del compussto de interas.

Ern el objetivo de eshe trabajo mo se encontraba el mejoramiento
del medio de cultivo pars la produccion de la vitamina, por lo qus ]
Propone para gu optimizacion, estudize bajo estas condiciones de
trabajo  los  resultados cbbenidos por ohros companercs de brabejo gus
estudiaran compuestoz v odiciones para aumenbter la produccion de la

vitaming Hyo.
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