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RESUMEN

Se trabajo sobre la optimizacién del medio de cultivo del

Bacillus sp MR sobreproductor de NAD.

Considerando el medio de cultivo original en donde el
microorganismo expresa la produccién de NAD, se hicieron
variaciones en la concentracién- de la fuente de carbono y de

nitrégeno, asi como en la forma de adicién de estos nutrientes.

A nivel fermentador de 14 litros, se logré obtener una velocidad
de crecimiento de 1.02 hr-! comparada con 0,298 hr~l que
originalmente se tenfa. La produccién de biomasa se vie
incrementada en un 40 % de la original, y se obtuvo una

produccién de NAD de 809.12 mg/1 .
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G ENERALTIDADTES

PROCESO DE FERMENTACIONI6

Desde el punto de vista industrial, los procesos de fermentacién
se definen como, todos aquellos procesos que bajos condiciones
controladas, se destinan a la produccién de compuestos
bioquimicos, los cuales se obtienen a partir de la accién de los
microorganismos sobre determinados sustratos. As{, las reacciones

generales de esos procesos se puede representar de la siguiente

manera:
Condiciones Medio de Microorganismo =
fisicogquinicas + crecimiento +

controladas. (incluye el sustrato)
Microorganismo + Productos (intra y extracelulares).

Es decir, para que una fermentacién se realice es necesario tener:
un microorganismo de caracteristicas ldéneas para el proceso y/o
producto en particular, proveer un medic de cultivo adecuado(que
contenga todos los nutrientes indispensables en las proporciones
y cantidades 6ptimas de produceién) y finalmente, establecer y
controlar 1las condiciones fisicoquimicas necesarias para el

desarrollo de la fermentacidn.

Como resultado se obtendrd una cantidad de microorganismos mayor
que la inicial y diversos productos (antibi6ticos, esteroides,
enzimas, &cidos orgédnicos, etc). Todas estas variables son las que
interaccionan y deben optimizarse para lograr un proceso adecuado.
‘Sin embargo, no debe olvidarse, que un proceso de fermentacién

comprende, en un sentido mds amplio, no sdéle de las reacciones
1



bioquimicas: efectuadas por el microorganismo y/o por la enzima
sino que también considera las caracteristicas fisicas y de
operacidn - del recipiente en donde se 1lleva a cabo y las

operaciones que se efectdan antes y después de la fermentacién.

Ademéds para ‘que éste sea practicable a nivel industrial debe
cumplir con ciertos requisitos, los cuales se mencionan a
continuacién:1l

a) El microorganismo gque se emplee deberd ser capaz de producir o
transformar grandes cantidades del producto A tener
caracteristicas bastante estables. También capacidad de
desarrollo y no ser patégeno.

b) El medio, incluyendo el sustrato del cual el microorganismo
producird el nuevo producto, deber ser barato y fdacilmente
obtenible en grandes cantidades. En muchas ocasjones, por
ejemplo, se ha encontrado practicable aprovechar los
desperdicios que contienen material nutritivo de la industria
lechera (suero), de la industria del papel (liquido de desecho
que resultan del cocinado de la madera, liquidos de desecho
con sulfitos) y otras operaciones comerciales.

c) El producto formade por el metabolismo de los microorganismos
estd en una mezcla heterogénea formada de la enorme cosecha de
las células microbianas, los componentes poco comunes del
medio, y algunos productos del metabolismo distintos a los que
se planea obtener. Esto, cuando se hace a gran escala, exige
poner en marcha métodos de recuperacién y purificacién para

lograr un buen producto final.
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I CR R G MOS EMPLEADOS EN LAS
ERM TA ES
Los microorganismos empleados en la industria para el proceso de

fermentacidén son:

LEVADURAS. El uso més import?ante y conocido de las levaduras es la
produccién de alcohol etflico a partir de materiales que contengan
carbohidratos. Este proceso es el usado en cervecerias,
destiladoras, panaderias, vinaterias, laboratorios quimico,
manufacturas domésticas y muchas otras industrias.

Los aspectos microbiolégicos del proceso para obtener alcohol

etilico se resume de la siguiente manera: 11

a) Sustrato. Se puede conseguir alcohol etilico de cualquier
carbohidrato fermentable por levaduras. Cuando se usan como
material crudo almidones, el maiz y otros carbohidratos
complejos, es necesario primero hidrolizarlos a azticares
simples. La hidrélisis se realiza con enzimas de malta de
cebada u hongos, o tratando con calor el material acidificado.
Los materiales crudos que se emplean més frecuentemente son

maiz, melazas, mieles azucaradas, patatas y uvas.

b) El microorganismo. Cominmente se emplea cepas seleccionadas de
Saccharomyces para la fermentacién. Es necesario que el cultivo
se desarrolle vigorosamente, tolere al alcohol y sea capaz de
producirlo en grandes cantidades. Se ha puesto mucha atencién
en seleccionar y desarrollar cepas de levaduras que refinan esas

caracteristica.



c) La reaccidn.

El cambioc biocqufmico que‘eféctﬁan lag levaduras.

Levadura: . .0
C6H1206 —-==--~-=-=~ "2(C2H50H) + 2(C02)
Enzimas. : e '
Carbohidrato = . . 'Alcohel Diéxido de
fermentable. Btflico Carbono

Del segundo paso de la fermentacién por levaduras resulta alcohol

etilico que es un producto muy usado por la industria (Cerveza,

vinos, whisky, ron y ginebra).

En el cuadro 1 se resumen las

funciones que desempefian las

levaduras en algunos de estos procesos donde se utilizan.

Cuadro 1
PRODUCTO MICROORGANISMO FUNCION DE LOS M.O.
Cerveza. 8. cerevisiae o Transforma aztGcar en alcohol

varias cepas

8. carlbergensis

Ron. . S. cerevisiae u
otras levaduras.

whisky S. cerevisiae.
escocés

Bourbon 5. cerevisiae.
Vino. S. ellipsoideus,

y diéxido de carbono; produce
cambios en las protefnas y
otros constituyentes menores
que modifican el sabor.

Transforma azicar en alcohol,
el cual después per destila -
cién.

Produce alcohol y sustancias
congéneres (4cidos , ésteres
varios alcoholes) que con la
malta carbonosa dan el sabor
al whisky escocés.

Lo mismo que para el whisky
escocés, pero el sabor es -
caracteristico del bourbon.

Transforma el azilcar en al-
alcohol y también produce -~
produce cambios en los com -~
ponentes menores que modifi-
can el sabor y el bouquet.

FUENTE: De W.S. Spector
Saunder, Filadelfia, 1956.

(ed.)

Handbook of Biological Data,



HONGOS. Los hongos son utilizados en la fabricacién de productos
alimentarios tales como:l3

Penicillium para la maduracién de quesos fermentados (Geotridum
candidum), en la fabricacién de quesos (intervienen en las
primeras etapas de maduracién del co&gulo y se wutilizan como
agentes de aromatizacidn) y para la fabricacidn‘del choucroute.
Los mohos pueden ser utilizados como agentes de fermentacién.
Mientras en Occidente la fabricacién de bebidas alcoholizadas se
hace con levaduras, en el Lejano Oriente emplean mohos. El sake
japonés es fabricado a partir de arroz. La hidr6lisis de almidén
precedente a la fermentacién se realiza por amilasa de los mohos
de la especie Aapergillﬁs orizae del cual las esporas se siembran

en el arroz cocido al vapor.

Las industrias quimicas y farmacéuticas fabrican substancias
complejas , muy importante, por biosintesis.

~ vitaminas (vit. B12).

- Enzimas (proteasa, pectinasas, amilasas de Asperglllus)

~ Acidos orgénicos {dcido citrico por Aspergillus niger)

- Antibi6ticos.

En el cuadro 2 se mencionan algunos productos industriales

(diferentes a los antibidticos) derivados de los hongos.



Cuadro 2

PRODUCTO ; MICROORGANISMO ysos

Acido citrxco. Aspergil.lus alger Producto alimenticios, ei -
. i tratos medicinales.

Acido‘?umarit:o‘ kh.izopus nlgricans. Manufactura de resinas alki-~
T T dicales, agentes humectantes

Acido'giucdhico. A. niger. Productos farmacetticos,tex-
R e tiles, curtido de cuero, fo-
- : tograffa.
Acido~itacénico. A. terreus. Manufactura de resinas alki-
R R dicales, agentes humetantes.
Pedtinaéas. - A. wentil o Agentes clarificantes en la
o . A. aures. industria de jugos de frutas
Acido, giberélico Fusarium Guarnicién de frutas, produ-
| moniliformes ccién de semillas.
Acido léactico. R. oryzae Alimentos y productos farma-
céuticos.

FUENTE: De W.S, Spector (ed.) Handbook of  Biological Data,

Saunder, Filadelfia, 1956.

BACTERIAS. En la industria se emplean varias tipos de bacterias
como ejemplo tenemos:13

a) Las bacterias acéticas; las cuales - se utilizan para la
oxidacién del alcohol etilico a acido acético en la elaboracién
del vinagre. También se utilizan en lé'elaboracidn del vino y la
sidra, también oxidan- el Sotbitolﬁ(pollalcohal) a sorbosa durante

la sintesis de la vitamina C.

b) - Bacterias lacticas. 'se encuentran eﬁ 'lo; vegetales(uvas,

ceréales) Yy son algunos deilos co 1ﬁahtgs en la fabricacién

del vino y de la cerveza.




Estas bacterias participén‘en la preparacién de productos ldcteos
fermentados y asi también en las dos . etapas de la fabricacién del
gueso (en la formac16n del coagulo ¥ en su maduracidn).

c) Bacterias butlricas. Se utilizan en la fermentacién de aztcares
para producir acetona Y. butano bé4sicamente. Otros de los
productos 'y procesos en los que se emplean las bacterias se

muestran en el cuadro 3 .

Cuadro 3
PRODUCTO MICROORGANISMO usos
Butano Clostridium acetobutylicum Solventes, manufactura
acetona quimnica y otros.
2,3 Butano Bacillus polimixa, Ent. Solventes, humentantes,
aerogenes. intermediarios gquimicos.

bihidroxiacetona Gluconobacter suboxydans Quimico fino.

Acido 2~cetoglucénico Pseudomonas sp. Intermediario para 4cido
D-araboascérbico.

Acido 5-cetoglucénico G. suboxydans. Intermediaria para el -
dcido tartarico.

Acho l4ctico Lactobacillus delbrueckii Productos alimenticios,
textiles y manufactura
qufmica, lavanderia,
curtido de pieles.

Amilasa bacteriana Bacillus subtilis Modificador de almido~
nes, en colado de papel
y desencolado de texti-
les.

Proteasa bacteriana Bacillus subtilis Laminados de pieles,
desencolado de fibras,
quita manchas, ablanda-
dores de carnes.

Dextréan L toc terolides Estabilizador de produc
tos alimenticios, sus-
tituto del plasma san—

FUENTE: De W.S. Spector (ed,) Handbook of Biological Data,
Saunder, Filadelfia, 1956.



COENZIMAGS 23

Muchas reacciones enzimiticas requieren la accién concomitante de
coenzimas. Estos son transportadores de electrones, de &tomos de
hidrégeno o de grupos quimicos, que se distinguen de los grupos
prostéticos en que no estdn permanentemente unidos a la protefna
del enzima, s8ino que se combinan con ella sélo transitoriamente
durante la reaccién enzimstica. Muchas reacciones de
oxidorreduccién . comprenden - las coenzimas NAD (dinucle6tido de
nicotinamida adenina) o NADP (NAD~fosfato). Estas coenzimas quedan
oxidados o reducidos alternativamente, donando o aceptando dos
electrones y dos 4tomos de hidrégeno. Cuando el NAD y el NADP son
reducidos, uno de 1los 4&tomos de hidrdgeno se combina con la
coenzima. El otro &tomo de hidrégeno gueda en solucién como un ion
hidrégeno, H+*, pero tomard parte en todas las oxidaciones
siguientes. Asf{, la forma reducida de NAD se escribe NAD + Ht,
aunque a menudo en los esquemas la forma reducida se escribe

simplemente NADH2.

Otro coenzima que tiene un importante papel en el metabolismo
energético es el trifosfato de adenosina (ATP). El1 ATP funciona
como un transportador de fosfato y también de energfa debido al
hecho de que los dos grupos fosfatos terminales estdn unidos al
resto de la molécula por los 1llamados enlaces fosfatos ricos en
energfa. Durante muchas reacciones de oxidorreduccién de la célula
se sintetiza ATP a partir del difosfato de adenosina (ADP), y la
energia procedente de la oxidorreduccién es conservada en los
enlaces ricos en energfa. La energfa del ATP puede utilizarse para

las funciones celulares que la requieren, tales como bios{ntesis y
B s



crecimiento. En el cuadro 4 se presentan una sintesis de las

funciones y fuentes de algunas coenzimas.

Cuadro 4
FUNCIONES METABOLICA S !
FUENTES DE COENZIMAS.
COENZIMA FUNCION FUENTE .
NAD Transporte de hidrégeno y bAcidoinikoﬁi ico
electrones. . v SN
NADP Transporte de hxdrégeno Y Acido hicotinicd_z
electrones. : L
FLAVIN MONONUCLEOTIDO Transporte de hidrégeno Riboflavinaﬂ
y electrones. .
FAD Transporte de hidrdgeno Riboflavina
y electrones.
PIRROQUINOLINA Transporte de hidrdgeno -
y electrones.
QUINONA Transporte de hidrégeno -
y electrones.
COENZIMA Q Transporte de hidrégeno -
y electrones.
MENAQUINONA-6 Transporte de hidrégeno -

Y electrones.

ACIDO LIPOICO

Transferencia de hidrégeno
Yy acyl.

CITOCROMOS Transporte de electrones. -

FERREDOXINAS Transporte de electrones y -
activacién de hidrégeno.

TIOREDOXINAS Transporte de hidrégeno. -

S=ADENOSIL METIONINA  Transmetilacidn. Vitamina B12

METILCOBALAMINA Transmetilacidn.

COENZIMA M ' Transferencia de Metil.

Ref: no. &




Continua Cuadro 4

COENZIMA

Y CONJUGADOS
COENZIMA A
4=FOSFOPANTOTENICO
COENZIMAS DIFOSFATO
NUCLEOSIDO
PIRIDOXAL 5-FOSFATO
BIOTIN (CO2-BIOTIN
ENZIMAS)

TIAMINA PIROFOSFATO

ADENOSIN 3-FOSFATO-
5-FOSFOSULFATOQ

ATP

LAMINA.
UDP-AZUCARES, ETC.

* FUNCION
ACIDO TETRAHIDROFOLICO Transferencia de formil,

$-DEOXIADENOSILCOBA~

FUENTE

Acido £6lico
hidroxil-metil y grupo
metil.

Transacilacién, etc.
nico.

Transferencia de acil y
grupos &cido amino, etc. nico.
Transferencia de azicares

y fosforilcolina.

Transaminacién. Vitamina B6
descarboxilacién, etc.

Carboxilacién, transcarbo- Biotina
xilacién, etc,

Transferencia de CO2 Tiamina

Transferencia de sulfato.

Fosforilacién, pirofosfori-
lacién y transferencia del
grupo adenosil.

Carboxil

Isomerizacién de azficares.

Ref: no. 5

10

aAcido Pantoté-~

Acido Pantoté-

Vitamina B12




GENERALIDPADES DEL NAD

CARACTERISTICAS FISXICAS, QUIMICAS, USOS, OBTENCION Y ESPECTRO.

El Nicotifn Adenin Dinucledétido (NAD) antes conocido como PDN o
difosfopiridina, es una coenzima importante en muchos sistemas
oxidantes y reductores. Es un compuesto constituido de adenina
ligado a un residuo de D-ribosa que lleva dos radicales fosfatos
ligados a la nicotinamida mediante otro residuo de D-ribosa 17. su
formula condensada es C12 H27 N7 014 P2 y su peso molecular es

igual a 663.4 gramos 22,

En los organismos vivos el NAD sirve come coenzima en reacciones
de oxido-reduccién, las cuales se representan a continuaci6n:
Substrato™ 1 + NAD? ---- Substrato oxidado 1 + NADH + H*...... (1)
Esta ecuacidén representa la transferencia de dos electrones con un
nicleo de hidrégeno y la coenzima reducida, ademds como se puede
observar la coenzima esta sirviendo como un aceptor de electrones,
pero como en el tejido hay otras enzimas y aceptores de electrones
la coenzima reducida pasa a otra enzima y transfiere los
electrones a otro substrato el cual se reduce. Lo anterior esta
representado por la ecuacién nimero 2 .

Substrato oxidade 2 + NADHY** -—- substrato reducido + NADY... (2)
En este caso, la coenzima esta sirviendo como un donador de
electrones la cual nuevamente puede ser reducida. Asf el NAD es

usado ciclicamente.
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En el caso del proceso de fermentacién el uUltimo -aceptor de
electrones puede  ser una molécula orgdnica, la cual es sélo
reducida, es decir no es metabolizada ni tampoco se acumula como

producto de la fermentacisn 18,

Industrialmente el NAD es producido por la extraccién de células
de Saccharomyces cerevisiae cultivadas en medio suplementado con
nicotinamida y adenina, o por fermentacién directa (sintesis a
patir de nicotinamida ] acido nicotinico}, utilizando

Brevibacterium ammonlagenes 6,

Entre los productos comerciales de NAD que actualmente se venden
los m&s comunes son: 2

a) Beta- Nicotin Adenfn Dinucledtido.

b) Beta- Nicotin Adenin Dinucleétido de Sodio.

c) Beta- Nicotin Adenin Dinucle6tido de Litio.

d) Alfa- Nicotin Adenin Dinucledtido.

Principales caracteristicas del beta y alfa NAD :

a) En algunos casos se utiliza para la fermentacién alcchélica de
la glucosa utilizando levadura de fresca de panaderia.

b) Es un polvo de color blanco, muy higroscépico.

¢) Las soluciones acuosas preparadas con las coenzimas, son
estables a pH cercados a 7, ademds con calentamiento y pH &cidos
se da su descomposicién.

d) Precipitan como sales de Plata, Cobre, Litio etc.

e) Es estable al calor ( 120 ¢ C durante 30 minutos).

12



Estos productos se aplican bésicaﬁente en pruebas de diagnéstico
de laboratorioc para la identificacién de los diferentes tipos de

Haemophilus 1.

Su espectro de Vabs.orclén se mide utjlizando un espectrofotémetro
de luz ultravioleta. Este se muestra en figura 1 conjuntamente con
el de la forma reducida (NADH2). Aqui puede observarse que ambas
formas (NAD Y NADH2) presentan un maximo de absorcién alrededor de
260 nm , caracteristico de su estructura nucleétida, pero el
espactro de la forma reducida presenta una banda de absorcién mas
pequefia alrededor de 340 nm gque no tiene la forma oxidada. Esta
diferencia de comportamiento es la base de un métode para el
estudio de las reacciones de 6xido-reduccién en las gque interviene
el NAD 4.
fig. 1
Espectro de absorcién del NAD oxidado y reducido
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MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE NAD

El cuadroc 5 se muestran algunos microorganismo productores de NAD.

Cuadro §

MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE NAD

MICROORGANISMOS CANTIDAD OBTENIDA

Clostridium weichii, 4-14 umol/g célula 25
Escherichia coli,

Klebslella aerogenes,

Staphylococcus albus,

y Pseudomona aeruginosa.

Mutante de E. coli 60 uM 27 ;
Bacteria léactica 3-8 mg/g célula 21
Arpergillus oryzae 1-2 umol/g célula 8
Brevibactaerium 2.3 mg/ml 12
ammoniagenes
Ref: No. S
PRODUCCION DE NAD POR Brevibacterium iag 12

Nakayama et al (1968), reportaron un proceso enzimdtico muy

provechoso para realizar la biosintesis de NAD.

Ellos establecieron que una gran cantidad de NAD se acumulaba en
el medio cuando la Brevibacterium ammoniagenes fue incubada en un
medio gue contenia adenina y nicotinamida o 4cide nicotinico. Una
vez gque los precursores fueron adicionados al medio y después de
120 horas de incubacién, la cantidad de NAD en el medio alcanzé

2.3 mg/ml.
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El mecanismo involucrade en la produccién de NAD (ver figura 2 )
ha sugerido que la ‘adenina y la nicotinamida son primeramente
ribotizadas hasta producir ATP y nicotinamida moﬁonucleétido, los
cuales son entonces condensadas por la pyrofosforilacion a la
forma NAD .

Fig. 2

Biosintesis de NAD a partir de dcido nicotinico o
nicotinamida en Brevibacterium ammonilagenes.

Nicotinamida

(deaminasa nicotinamida})
Acido nicotinico

PRPP, ATP ——————2» {pirofosforilasa scido
nicotin mononucleotido)
Acido nicotin mononucleotido
ATP —> tpyrofosforilasa deamida-NAD)
Deamindo-NAD

ATP, Glutamida —-——> NAD Sistetasa

NAD

“PRODUCCION DE NAD POR LEVADURAS

Sakai et al. 25 reportar6n un método para aumentar la cantidad de
NAD en levaaura de panaderfa por incubacién de la levadura con
precursores {nicotinamida, &cido nicotfnico y adenina). Las
condiciones é6ptimas incluyeron un segundo crgcimiento durante 72
hr con aeracidn en un medio que éontenia o;q'% de adenina y 0.6 %
de nicotinanida en 0.2 M de  K2HPO4 /(se agregs 50 % de células de

levadura fresca)'a un' . pH- de* 4.5..La cantidad de NAD en ‘las




células de la levadura aumenté cerca de 12 mg/g de célula seca
(correspondiente a 2.0 mg/ml, cerca de 20 veces el contenido

inicial.

sakai et al 2% observaron que para una eficiente acumulacién de
NAD en levaduras, en particular la Saccharomyces
carlsbergensis, la cual acumuld relativamente una gran cantidad de

NAD en las células, pero no en el medio.

Ellos buscaron las condiciones &ptimas para la acumulacién de NAD
usando la Saccharomyces carlsbergensis y establecierén gque la
adicién de pantotenato, inositol iones zinc y A&cidos grasos

(estdtico, miristico, palmitico y olefco) fue buena.

Establecieron también que el NAD acumulado fue casi completamente
liberado en el medio con la adicién de un surfactante anionico. Un
nuevo método para la produccién de NAD fue desarrollado,
consistiendo en 1la acumulacién de NAD en las células de la
levadura para posteriormente ser liberado en el medio. LlLa
Saccharomyces carlsbergensis fue sembrada en un medio que
contenfa 5 g de glucosa, 1.5 de caseina hidrolizada, 0.5 K2HPO4.
0.5 MgSO4 7H20, 0.12 mg 2nSO4 7H20. 1 mg Ca-Pantotenato, 0.5 mg
de tiamina-HCl Yy 10 mg de inositol en 100 ml de agua
deionizada, con un pH de 5 durante 24 horas. La Adenina y la
niéotinamida fueron entonces agregadas con una concentracién final
de 0.3 % y el crecimiento fue continuado. Después de 28 horas fue

adicionade sulfato cerril de sodio (SCS) y un surfactante hasta

16



una concentracién final de 0.2 %. " El NAD se increments
linealmente después de la adicidén de adenina y nicotinamida.

El NAD acumuladS fue liberade con la adicisén del SCS, el cual no
inhibi6é el crecimiento de las células. Finalmente, NAD acumulado
fue completamente liberado en el medio y después de 72 horas de

crecimiento. cerca de 75 mg/100 ml de NAD fue acumulado.

La ruta biosintética de NAD propuesta a partir de &cido nicotinico
y nicotinamida para la Brevibacterium ammoniagenes es la misma

que se propuso para las levaduras que aqui se mencionan.

PRODUCCION DE NAD POR Aspergillus fungi 2

El Aspergillus fungi ha sido utilizado en la industria de
alimentos para la produccién de enzimas, alcoholes, alimentos

fermentado, 4cidos orgdnicos y otros.

Este hongo sSe caracteriza por la produccién de enzimas

extracelulares tales como amilasas y proteasas.

La excrecién de estas enzimas es favorable para el Asperglllus
fungl cuando se utilizan sustratos con componentes de alto peso

molecular.

En 1982 Masaaki Kuwahara et. al , realizaron un experimento en el
que hicieron crecer por separado, a diferentes tipos de

Aspergillus en un medio de glucosa-peptona que contenia:
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5 % (w/v) de ‘glucesa, 0.5' % peptona, 0.3 % extracto de levadura,
0.2 % de KH2PO4, 0.2 i'(uk4)2§o4 y 0.05 % de MgS04.7H20, el pH del
" medio fue aj‘ustadgt a 6 con HCl. Los hongos fueron crecidos en 6
ml de’rriedio en:un tubos de ensayo con agitacién y una temperatura

de 28 O c.

A partir del experimento ellos reportaron un contenido de
coenzimas piridinas del orden de 1.14 a 2.15 u mol por gramo de
célula seca, excepto para el Aspergillus oryrae , el cual contenia
una menor cantidad de coenzima oxidada. Este mismo experimento
mostré que el A. oryrae, A. flavus, A. niger, A. wamori y
A.usamii sintetizan el NAD a partir de 4cido nicotinico ( ver
figura 3 ).
) Fig. 3
Biosintesis de NAD a partir de édcido nicotinico
en Aspergillus fungi.

Acido nicotinico —» Acido nicotin mononucleotido —» deamido - NAD
Acido nicotin ribonucleosido

Nicotinamida ribonucleosido

Nicotinamida —— Nicotinamida mononucleotido NAD —— NADP
4

Nicotinamida ribosa difosfato ribosa
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PRODUCCION DE NAD POR Bacillussp, 10

En 1979 investigadores de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautitlén (FESC), aislaron un microorganismo que producia Nicotfn
Adenin Dinucléotido (NAD) cuando se. hacia crecer bajo 'lés

siguientes condiciones:

1) Medio que contenfa 2.5 g/l de (NH4), SOz, 4.0 g/l de K,HPO,,
0.1 g/1 de MgS0,, 0.01 g/l de FeS04, 0.001 g/l de CuSO,, 0.001 g/l
de MnS04 y dextrosa al 1% , con pH de 7 o medio con 10 ‘g/l de
peptona de casefna , 5 g/l de extrato de levadura y 5 g/lrde sal,
con un pH entre 7.2 - 7.4. Estos medies se conocen como medio

minimo y medio Luria-Bertrani.

2) Incubacién dél-rhgdio a una temperatura de 37 OC y agitacién de

200 rpm.

Adv‘emas‘yb‘a;p:arti'r!ae pruebas bioquimicas y cinéticas de crecimiento
c_loﬁde”mijcﬁ.’é'rm; la cantidad de NAD producido, determinaron que el
mictoarganismo productor pertenece al género Bacillus y que el NAD
es un:metabolito de tipo primario, debido a la similitud detectada

entre la curva de crecimiento y la de produccién.

Por altimo en pruebas de satelitismo de Haemophilus
pleuropnemoniae donde utilizaron el sobrenadante del medio,
obtuvieron resultados similares que los obtenidos con

Staphilococcus aureus.
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JUSTIFICACION

Desde hace muchos afios, se ha empleado el término "microorganismos
fastidiosos" para denotar una serie de géneros bacterianos con

requerimientos particularmente especiales para su crecimienpto.

Dentro de estos géneros se tiene al género Haemophilus el cual
demanda para su crecimiento la presencia de los factores V y/o X .
En el caso del factor X, que es hematina o hemina, éste se
requiere en cantidades muy limitadas, menos de 1 mg por litro, y
frecuentemente se encuentra, 2ste o alguno de sus precursores, en

cantidades suficientes en los medios de cultivos usuales.

En cuanto al NAD a diferencia de la hemina, es termolabil, por lo
tanto no se encuentra en los medios de cultivo comerciales, ni
siquiera los productos de degradacién que pudieran sustituirlo,
son resistentes al proceso, y el &cido nicotinico, presente en los
extractos de levadura comerciales no es transformable a NAD por
los Haemophilus. Mas aln, los requerimientos de este cofactor son

mayores que aquellos de hemina.

Por este motivo, los medios se vuelven caros y complejos en su
manejo, como el mismo agar sangre, los medios de infusién cerebro-
corazén, o agar chocolate, todos ellos suplementados.

Ademds de las ya conocidas dificultades de manejar medios como
sangre, © muy ricos, se une el requerimiento por NAD. Este
producto no se produce en nuestro pais y, aunque se ofrecen varios

tipos de esta coenzima, s6lo aquellas formas de méds alta pureza
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son utilizables para estos fines, cotizdndose a mds de N§ 228.00

el gramo (15)(2),
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0B JETT1IVOS

OBJETIVO GENERAL.

Optimizar el medio de cultivo de un cepa de Bacillus sp.
sobreproductora de Nicotin-Adenin-Dinucleétido (NAD).

OBJETIVOS PARTICULARES.

~ Determinar la concentracién 6ptima de la fuente de Carbono
empleada en el medio de cultivo, para obtener la mayor
concentracién celular y la mayor cantidad de NAD producido a nivel

matraz.

- Determinar -la c»prynceriti';'ci‘.éh“ 6ptima de la fuente de Nitrégeno

empleada : ‘en de-l‘cultivo, para obtener la mayor

concenj:i:aq a‘mayor cantidad de NAD producido a nivel

. matraz.

»rma de adicién de la fuente de Carbono y

para ~incrementar la masa celular y el

determinadas a nivel‘matraz, en un fermentador de 14 litros con

aereacién, tempera ra,. pH, y agitacién controlada.
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METODOLOGTIA

Los prlmeros pasos del trabajo experimental fue la obtencién del ‘

inoculo Y el crecimiento del microorganismo en medio mlnimo (ver

anexo A). Dicho crecimlentov s:.rvié como control para la produccidn

de NAD..

. ‘Posteriorment 1 n: ‘que concentracian de fuente de
‘bon ; méximo‘ crecimiento del

Una vez determinadas se

ﬁesp;xés se proced16 a: determinar que era méds favorable para
'aumentar el crecimiento del microorganismo (poco después de que
éste alcanzara la fase estacionaria en el medio ) la adicién solo
dg pulsos de fuente de carbono 6 adicién de pulsos de carbono y

" nitrdgeno.

Posteriormente se realizé una comparacién entre los resultados
obtenidos (velocidad de crecimiento, tiempo de duplicacién vy
mdxima produccién del metabolito) en el crecimiento control y las

variaciones de las fuentes,

Por Ultimo se realizé un experimento en un fermentador de 14
litros utilizandose las concentraciones determinadas como 6ptimas,
tanto para la fuente de carbono, como para la de nitrégeno, ademas

de la adicidén de pulsos de ambas fuentes.
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En este experimento se midié la produccién de NAD y el crecimiento

del microorqanismo.»

El anédlisis estadistico realizado fue el analisis de varianza por
bloques (14)(20) , donde la variable de respuesta fue la velocidad
de crecimiento, misma que fue determinada mediante la herramienta

estadistica de regresién lineal.

En el &nalisis estadistico se utilizé una P = 0.5 y ademds la
prueba de Tukey para determinar que promedios de velocidad de

crecimiento eran diferentes.

Cabe sefialar que durante la determinacién de las concentraciones
6ptimas de crecimiento y mejor forma de adicién de la fuente de
carbono y nitrégeno, no se determiné la concentracién de NAD,
debido a que se consider6 la observacién de que "La curva de
crecimiento del microorganismo es similar a la curva de
produceidn® 10, por lo tanto a mayor crecimiento mayor produccién

de NAD.
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EXPERIMENTOS EN MATRAZ,

CRECIMIENTO DEL Bacillus Ssp EN MEDIO LURIA-BERTRANI (cultivo
semilla).,

El crecimiento se realizé en matraces de 500 ml de volumen, que

contenfan 100 ml del medio Luria-Bertrani, estéril.

Para iniciar el crecimien;o, se inocularon cada uno de los
matraces con una suspensién de células que previamente fueron
sembradas e incubadas en tubos con agar inclinado, posteriormente
se incubaron a una temperatura de 37 ?C en un agitador orbital a
200 rpm. Después se hizo el seguimiento del crecimiento, tomando
muestras del caldo de cultivo cada hora y determinando su densidad
6ptica a 590 nm, en un espectrofotémetro de luz visible. Esto se
realizé hasta obtener una densidad O&ptica constante por varias

horas.

Con los datos obtenidos se determiné el tiempo requerido por el
microorganismo para alcanzar la mé&xima densidad celular en este
medio. Asimismo se determind su velocidad especifica de
crecimiento y el tiempo de duplicacién. ademds se elaboré la curva

de crecimiento del miroorganismo en este medio.
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CRECIMIENTO DEL Bacillus sp EN MEDIO MINIMO (crecimiento de
control).

Este crecimiento se realizé por duplicado y en matraces de un
litro que contenfan 200 ml de medio minimo original (ver anexo A)
con 1% de dextrosa estéril.

Posteriormente se adicioné 20 ml del cultivo semilla como inéculo
en cada matraz, se incubaron los matraces a una temperatura de 37
C y 200 rpm en un agitador orbital.

El crecimiento para cada matraz se siquié tomando muestras cada
hora y determinando su densidad Sptica a 590 nm. Esto se realizé

hasta obtener una densidad 6ptica constante.

Con los datos obtenidos se procedié a la elaborar la curva de
crecimiento del microorganismo. Asimismo a determinar la velocidad

especifica y el tiempo de duplicacidn.

CRECIMIENTO DEL Bacillus sp EN MEDIO MINIMO VARIANDO LA
CONCENTRACION DE LA FUENTE DE CARBONO.

Se siguié el mismo procedimiento que para la crecimiento de
control, pero en este ocasién se varié la concentracién de
dextrosa y se mantuvieron los demds nutrientes constantes en la
férmula original.

Las concentraciones utilizadas fueron 0.5, 1.5, 2.0, 2.5, y 3.0 %.
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CRECIMIENTO DEL Bacillus sp FEN MEDIO MINIMO VARIANDO LA
CONCENTRACION DE LA FUENTE DE NITROGENO.

De igual manera se procedié como en el crecimiento de control. En
este caso se vari¢ la concentracién de Sulfato de amonio en 1.25,
2.5, 3.5, 5.0, 6,5 y 7.5 g/ml. La concentracién de dextrosa se
mantuvo constante considerando la mejor concentracién obtenida en

el experimento anterior.

CRECIMIENTO DEL Bacillus sp EN MEDIO MINIMO ADICIONANDO
PULSOS DE DEXTROSA.

El crecimiento se 1llev6 a cabo de la nmnisma manera que el
crecimiento control, solo que en este se adicionaron pulsos de
dextrosa, una vez 9que el microorganisme alcanzé la fase
estacionaria y posteriormente cuando alcanzaba nuevamente la misma

fase. .

La concentracién de dextrosa utilizada tanto en el medio de
crecimiento como en la adicién de los pulsos fue la obtenida como

Sptima en el primero experimento.
En cuanto a la concentracién de sulfato de amonio, esta

correspondié a la determinada como dptima en el segundo

experimento.
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CRECIMIENTO DEL Bacillus sp EN MEDIO MINIMO ADICIONANDO PULSOS DE
DEXTROSA Y SULFATO DE AMONIO SIMULTANEAMENTE

Este crecimiento se 1llevé a cabo de la misma forma que el
anterior, solo que este se adicionaron pulsos de dextrosa vy

sulfato de forma simulténea.

La concentracién de la dextrosa en los pulsos adicionados fue la
misma que se utilizé en el experiento anterior, y la del sulfate

de amonio la determinada como 6ptima en el segundo experimento.

CRECIMXIENTO DEL Pacillus sp EN EL FERMENTADOR.
Esta cinética se realizé en un fermentador New Brunswick de 14
litros de capacidad, a una temperatura de 37 C, pH de 7, agitacién

de 400 rpm y aereacién de 5 vvnm.

El volumen inicial fue de 8 litros con un 10% de inéculo.

Durante la cinética se adicionaron ? pulsos de dextrosa al 0.5% y
1.25 g/1 de sulfato de amonio. Se tomaron muestras del caldo de
cultivo cada hora hasta llegar a la fase estacionaria.

Con las muestras tomadas se hicieron determinaciones de fuente de
carbono consumida y produccién de NAD. Para determinar la fuente
de carbono se utilizé la técnica de fenol sulfiarico de Dubois
(anexo B), y para la cuantificacién de NAD producido, se determiné

por espectrofotometrfia a 260 nm de longitud de onda ( anexo C ).
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RESULTADOS Y DISCUSION




RESULTADOS

CRECIMIENTO EN MEDIO LURIA~ BERTRANI.

El crecimiento en medio Luria-Bertrani se presenta en la figura
4. Como puede observarse se laogra tener una alta concentracién
celular en 18 horas. La velocidad especffica de crecimiento ( U )
del Bacillus sp en este medio es de 0.552 h~1 y un tiempo de
duplicaci6n de 1.25 h. Se utiliz6 este medio para obtener biomasa

que sirvié como indculo para la obtencién de NAD en medic minimo.

FIGURA 4
CRECIMIENTO DEL Bacillus sp.
EN MEDIO LURIA

ABSORBANCIA A 500 NM

- [ ta
S O T LT
T

Q

r=0.99
u= 0.552 h 1
tD=125h
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CRECIMIENTO EN MEDIO MINIMO (CRECIMIENTO CONTROL).

La figura 5 presenta la curva de crecimiento del microorganismo
en medio minimo para la produccidén de NAD. Es evidente que en
este medio de cultivo el microorganismo pierde velocidad de
crecimiento teniendo una (U) de 0.298 h"l y un aumento en el
tiempo de dug;licacidn de 2.32 h. En este medio de cultivo se

obtuvo una densidad 6ptica maxima de 3.25.

Este crecimiento sirvié como control para mejorar la produccidn

de NAD.

FIGURA &
CRECIMIENTO DEL Bacitlus sp.
EN MEDIO MINIMO

ABBORBANCH A 580 NM

u=0.288h -1
tD=232h
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VARIACION DE LA CONCENTRACION DE LA FUENTE DE CARBONO.

Como punto de partida se varié la concentracién de dextrosa en el
medio minimo, originalmente el medioc contenfa una concentracién
de dextrosa de 0.5 % y se varié a 1.5 %, 2.0 %, 2.5 %y 3 %. Como

se observa en las figuras 6, 7, 8, 9 y 10.

FIGURA 6
CRECIMIENTO DEL Baclllus sp.
VARIANDO LA CONCENTRACION DE LA FUENTE DE CARBONG

ABSORBANCIA A 580 NM

LT~ I N -

1 .
001534;3799151'11'213
HORAS
-1 +2
Uh-1) 03133 0.3116
1D {h; 2212 2224

h)
0.5 % DE DEXTROSA
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FIGURA 7
CRECIMIENTO DEL Baclilus sp.
VARIANDO LA CONCENTRACION DE LA FUENTE DE CARBONO

ABSORBANCIA A 590 NM
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: HORAS
L -~ +2
U(h S 0.2863 0.2883
D (h) - 2421 2.404
15%DEDEXI'ROSA
FIGURA 8

CRECIMIENTO DEL Baglllus sp.
. VARIANDO LA CONCENTRACION DE LA FUENTE DE CARBONO

" ABSORBANCIA A 590 NM
5

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

HORAS
. -1 2
“Uh-1) o 0278 0.286
D (h) : 240 242

2.0 % DE DEXTROSA
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FIGURA 9
CRECIMIENTO DEL Baclllus sp.
VARIANDO LA CONCENTRACION DE LA FUENTE DE CARBONO

ABSORBANCIA A 560 NM
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D (h) 256 240
25%DEDEXTROSA
FIGURA 10

CRECIMIENTO DEL Bacillus sp.
VARIANDO LA CONCENTRACION DE LA FUENTE DE CARBONO

ABSORBANCIA A 590NM
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
HORAS
-1 +2

U(h-1) 0.2693 0.2686

1D {h) 2573 2571
3.0 % DE DEXTROSA
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‘Los promedios _de “la’.velocidad de crecimiento, tiempo de

duplicacién y méxima densidad’ 6pticas obtenidas se muestran en

el cuadro 6.

Conc.- de-dextrosa

%)

Let;as i .

Vel. de craciﬁiénto

(b7 : oy

Tiempo de duplicacién 2.22  2.41 ~ 2.45  2.48  2.57
(hrs)

Maxima densidad &ptica 3.2 3.25 2.95 *3.05 2.9

Letras diferentes = diferencia significativa

Como se observa, con la concentracién de 0.5 % de dextrosa como
fuente de carbono, se obtiene la mayor velocidad de erecimiento,
sin embargo el valor de la m&xima densidad 6ptica se obtiene con

una concentracién de 1.5 %.

La concentracién de 0.5 % se utilizé en los demés experimentos
por que representa un menor costo, ademds se obtiene una
cantidad de células similar a la que se obtiene con 1.5 %, pero

esta en un menor tiempo.
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VARIACION DE LA CONCENTRACION DE LA FUENTE DE NITROGENO.

El siguiente experimento fue variar la concentracién de nitrégeno
en forma de sulfato de amonio. La concentracién original fue de
1.25 g/l y las variaciones fueron 3.5 g/l, 5 g/1, 6.5 g/l y 7.5
g/l. Para todos los casos se mantuvo constante la conCentrac’ién ‘

de dextrosa en 0.5 % .

Los resultados obtenidos se muestran en la figura 11, 12, 13, 14,

Y 15.

FIGURA 11
CRECIMIENTO DEL Bacllius sp.
VARIANDO LA CONCENTRACION DE LA FUENTE DE NITROGENO

ABSORBANCIA A 580 NM
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4
3
2
1
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) -1 -t+2
Uh-1) ©.,0.2823 03114
: 2455 2.225

D (h)
1.25 g/l SULFATO DE AMONIO
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FIGURA 12
CREC!MIENTO DEL Bacilius sp.
VARIANDO LA CONCENTRACION DE LA FUENTE DE NITROGENO

ABSORBANCIA A 580 NM

O, - N W B 0

© 1.2 3 4°5 6 7 8 9 10 11712:13 14

Q\/\ HORAS

o . co=1+2
U@ : 02754 0.2070
D 2516 2333
3.5 9/ SULFATO DE AMONIO

FIGURA 13
CRECIMIENTO DEL Baclllus sp.
VARIANDO LA CONCENTRACION DE LA FUENTE DE NITROGENO

ABSORBANCIA A 580 NM

Q = N W D on

-1 +2
Uth-1) 0.2522 0.2782
10 (h) 2.748 240

5.0 ght SULFATO DE AMONIO
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FIGURA 14
CRECIMIENTO DEL Bacllius sp.
VARIANDO LA CONCENTRACION DE LA FUENTE DE NITROGENO

ABSORBANGIA A 580 NM
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8.5 g/t SULFATO DE AMONIO
FIGURA 15

CRECIMIENTO DEL Baclllus sp.
VARIANDO LA CONCENTRACION DE LA FUENTE DE NITROGENO

ABSORBANCGIA A 580 NM
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Los . promedios de la velocidad de crecimiento, tiempo de
duplicacién y méxima densidad- 6ptica obtenidas:se muestran'en el

cuadroe 7.

‘Canréf7 ﬂ

Conc. de sulfato de’
amonio (g/l)

Letras

vel. de crEcimient6 
(-h~ e et

Tiempo de’duplidaciéﬁ‘
(hrs), - : :
Maxima densidad dptica’3:

Letras diferentes = difé?ghcia sign

“con - una

La mayor velocidad de alc nzada"fne
concenttacién de 1. 25 g/l, sin embatgo la méxima densidad G6ptica

se obtuvo con una concentracidn de 3. 5 g/l.

La concentracién de  1.25 g/l se utilizé en los demés
experimentos por que representa un menor costo, adem&s se obtiene
una cantidad de celulas similar a. la que se obtiene con 3.5 g/1,

pero esta en un menor tiempo.
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ADICION DE PULSOS DE DEXTROSA.

Los siguientes resultados que se muestran en las figuras 16 y 17,
son los curvas de crecimiento del microorganismo en el medio
minimo, al cual se le adicionaron pulsos de dextrosa al 0,5 % una
vez que ha alcanzado la fase estaciolnari'a, Y un nuevo pulso

cuando por segunda ocasién entraba a la fase estacionaria.

Como se puede observar se alcanzé una densidad éptica (D.0.) de

3.85.

FIGURA 16
CRECIMIENTO CON ADICION DE PULSOS
DE DEXTROSA AL 0.5 %

ABSORBANCIA A 590 NM

TIEMPOS EN HORAS

-1
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: FIGURA 17
CRECIMIENTO CON ADICION DE PULSOS
DE DEXTROSA AL 0.5 %

ABSORBANCIA A 590 NM

b e .
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0 5 10 16 20 25 30

TIEMPOS EN HORAS
+2

ADICION DE PULSOS DE DEXTROSA - SULFATO DE AMONIO.

En las figuras 18 y 19 se tienen los resultados obtenidos del
crecimiento del Bacillus sp en el medio minimo, con la adicidn de
pulsos de dextrosa al 0.5 $ ~ 1.25 g/l de sulfato de amonio. Como
se puede observar se alcanzé una densidad 6ptica de 4.7 en 30

horas.
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FIGURA 18
CRECIMIENTO CON ADICION DE
DEXTROSA AL 0.5% Y SULFATO DE AMONIO AL 1.25 g/

ABSCRBANCLIA A S80 NM

o 6§ . 10 ¢ 15 20 26 30
o " HORAS

-1

FIGURA 19
CRECIMIENTO CON ADICION DE
DEXTROSA AL 0.5% Y SULFATO DE AMONIO AL 1.25 g/I

ABSORBANCIA A 590 NM




COMPARACION DE RESULTADOS OBTENIDOS DE 1.OS EXPERIMENTOS

REALIZADOS.

En el cuadro 8 se muestran los

experimentos realizados a nivel matraz.

Cuadro 8

resultados promedio de

Experimentos

Crecimiento control

Crecimiento variandeo
fuente de carbono

Crecimiento variando
fuente de nitrégeno

Adicién de pulsos
de fuente de carbono

Adicién de pulsos de
ambas fuentes.

Velocidad de
crecimjento
( p°h

0.298
0.312

0.296
0.0853

0.1209

Tiempo de
duplicacién
{ hrs)
2.32

2.22

Densidad

éptica

méxima
3.25

3.2

los

Como se puede observar la maxima densidad éptica se obtiene con

la adicién de pulsos de ambas fuentes.

Las densidades Opticas

obtenidas variando la fuente de carbono y nitrégeo son similares

a la obtenida en el crecimiento control.

RESULTADOS DE ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados del analisis estadistico se muestran en el anexo

b,
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CINETICA DE CRECIMIENTO EN FERMENTADOR CON ADICION DE PULSOS

Bajo las condiciones de cultivo antes mencionadas, fue preparado
el cultivo que sirvié de indculo para el fermentador de 14 litros
de capacidad, en donde se obtienen los resultados que se observan

en la fig. 20

FIGURA 20
CRECIMIENTO DEL Baclillus sp.
EN EL FERMENTADOR

ABSORBANCIA A 500 NM

% 172 3 4 5 6 7 8 © 10 11 12 13 14
HORAS
ADICION DE
u= 1,02 h -1 0 DExTROSA-SULFATO
tD=0.679 h DE AMONIO
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A las 16 hrs de crecimiento se obtiene la mayor concentracién
celular de 4.7 de densidad 6ptica, habiendose dado hasta esas
horas, 3 pulsos combinados de dextrosa 0.5 % y 1.25 g/l de
sulfato de amonio. Se tiene una velocidad de crecimiento (U) de
1.02 h"1 y un tiempo de duplicacidn (tD) de 0.679 h. segin figura
20 .

Se llevé a cabo el monitoreo de consumo de dextrosa durante la
cinética de crecimiento en el fermentador y se observé lo que se

muestra en la figura 21.

FIGURA 21
CONSUMO DE DEXTROSA EN EL CRECIMIENTO DEL
Bacillus sp. EN EL FERMENTADOR.

ABSORBANCIA A 490 NM
1

0,8
0,6
0,4
0,2
% 1 2 8 4 & 6 7 6 © 10 11 12 13 i4

o 32&%%%2%@%?3 TIEMPO EN HORAS
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Habiendo transcurrido las primeras 5 horas, el consumo de
dextrosa habia sido del 68 %. En ese momento se dié un pulso
combinado de dextrosa y sulfato de amonio. Se dieron otros dos
pulsos a las 6 y 8 horas, hasta elevar la concentracidn un 60 $%

por encima de la concentracién inicial.

La figura 22 resumen los resultados obtenidos en cuando a la
produccién de NAD. Se nota un incrementd en la produccién del
metabolito cuando se le adiciona el primer pulsoc de dextrosa-
sulfato de amonio, Y sigue incrementandose la produccién a medida
que hay mds carbono y nitrégeno disponible, alcanzandose a las 10

horas una concentracién de 809.12 mg/l de NAD.

FIGURA 22
PRODUCCION DE NAD EN EL CRECIMIENTO DEL
Bacillus sp. EN EL FERMENTADOR.

ABSORBANCIA A 590 NM

20

O 1 1 ol 1 1 1 L 1 1 ) 1 (3 [ .
0 1 . 2.3 4 5.6 7.8 9 10 11 .12 13_
ﬁ ADICION DE DEXTROSA HORAS

Y SULFATO DE AMONIO -
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DISCUSION

Crecimiento del Bacillus sp en medio mi{nimo (crecimiento control).
De los resultados obtenidos(velocidad de crecimiento de 0.298 h~1,
tiempo de duplicacién de 2.32 h y mdxima densidad dptica de 3.2)
se observa que el microorganismo en el medio minimo presenta una

menor velocidad de crecimiento que en el medio Luria-Bertrani.

Esto es debido a que el medio minimo esta compuesto b&sicamente de
sales minerales y dextrosa como fuente de carbono, lo cual provoca
que el microorganismo no tenga disponible todas las moléculas
orgénicas necesarias para su crecimiento, teniendo que utilizar
diferentes mecanismos enzimiticos para sintetizarlos a partir de
los nutrientes disponibles (sales minerales y dextrosa). En cambio
el medio Luria-Bertrani es mucho mas rico, ya que dichas moléculas
orgdnicas son proveidas por el extracto de levadura y la peptona

de casefna.

Variacién de la concentracién de la fuente de carbono.

Los resultados que se muestran en el cuadro 6 nos determinan que
la velocidad de crecimiento disminuye conforme aumenta la
concentracién de la fuente de carbono, ademds los mayores
crecimientos se obtienen en concentracciones cercanas a la

original (1 % ).

Lo anterior tal vez se debe a que la fuente de carbono a
concentraciones mayores al 1%. modifica el egquilibrio osmético
entre el medio de crecimiento que la contiene y las células

microbianas ~aumentando la presién osmética exterior.
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Este aumento en 1la presidn osmética provoca que las células se
encogan (pla-smblisis), modificando la velocidad de penetracién de

los solhto; y_‘é'su vez la duplicacién de las células microbianas.

Va::ia(:.;lén de la concentracién de la fuente de nitrogéno.

£l - cuadro nimero 11 nos muestra que estadisticamente no hay
diferencia  significativa entre las velocidades de crecimiento
obtenidas, por lo tanto no importa poner mis cantidad de la fuente

de nitrdgeno en el medio de crecimiento.

Adicién de pulsos de dextrosa y dextrosa — sulfato de amonio.

‘Los resultados en estos experimentos nos indican que el maximo
crecimiento del microorganismo (medide en densidad &pticay se
obtiene con la adicién de fuente de dextrosa y sulfato de amonio,
que a su vez se ve reflejado en la produccién de NAD; esto es
debido a que el nmicroorganismo una vez que alcanza la fase
estacionaria, la adicién de pulsos de dextrosa y sulfato de amonio

promueve la prolengacisén de la fase logaritimica.

Crecimiento en el fermentador adicionando pulsos de dextrosa=-
sulfato de amonio.

f.-:n este experimento se determiné el consumo de dextrosa, la
produccién de NAD y el crecimiento del microorganismo

(determinacién de densidad dptica).

Con respecto al consumo de dextrosa, se puede observar en la

figura 21 que durante el crecimiento del microorganismo se dié una
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cafda de la fuente de carbono debido a que durante este tiempo se
presentd la fase logari{tmica de crecimiento, por lo tanto la mayor

utilizacién de carbono pa_'ra la produccién de célular.

Con. respecto a la segunda disminucién de la fuente de carbono (9
a las 11 horas) es debido a la produccién de células y mayor
produccidn de. NAD. Esto se puede observar comparando las figuras
20 y 22, cdn- lo que se corrobora la afirmacién de que el
crecimiento se relaciona directamente con la produccién de NAD
{metabolito brlmério); es decir gue a medida gue se lleva a cabo
la duplicacién de las estructuras individuales, organelos Yy
componentes célulares como resultado del metabolismo del

microorganismo, también se produce el metabolito.

Anadlisis estadistico.
En los cuadros 10 y 11 se muestran los resultados obtenidos del

andlisis de estadistico realizado,

Estos se debe a que el carbono disponible en el medio de cultive
se distribuye principalmente en la formacién de células,
produccién de CO, como producte final de la oxidacién de las

moléculas orgdnicas y a la formacién del metabolito (NAD).
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CONCLUSIONES

La utilizac}.dnde' un medio de cultivo rico como lo es el medio
Luria-Bertrani al inicio  del experimento, se hize con la
finalidad de obterier una cantidad de biomasa mayor para que éste
sirviera ‘de inéculo en el medic de cultive minimo, donde el

microorganismo expresa la produccién del metabolito NAD.

A pesar de que el inéculo representa un 10 % de la cantidad total
del medio de cultivo, este presenta una fase de adaptacién de
aproximadamenté de 3 horas, esto se debe principalmente a 1la
transferencia del microorganismo a un medio pobre como lo es el

medio minimo.

Uno de los objetivos que persiguié el trabajo fue optimizar la
fuente de carbono en el medio de cultivo mfnimo, con el fin de
obtener una mayor cantidad de biomasa, y esto se logré
observando las variaciones de concentracién de dextrosa,
determinandose que a una concentracidén total de 1.5 %, se obtiene
el maximo crecimiento del microorganismo, siendo éste de 3.25 de
densidad éptica medida a 590 nm, y que la maxima velocidad de
crecimiento se da, en concentraciones de dextrosa de 0.5 §,
siendo &sta de 0.312 h -1 ¥ un menor tD de 2.22 h en relacién a

las deméds concentraciones empleadas.

49



otro ‘de los objetivos fue optimizar la fuente 'de nitrégenc en el
medio . mfnimo, para. lo cual se hicieron jlariacion‘e'é ..de la

concentracién de 'sulfato ' de  amonio y. se ‘encon ré que ‘a’la

concentracién de 3.5 g/l se obtenfa el maxiiﬁ' E:fécihiento,
siendo &ste de 3.55 de densidad dptica, y que la 'mak_irﬁg _.\Iéiocidad

de crecimiento se obtiene empleando u_né: concentracién de: 1.2 g/l.

Habiendo optimizado las dos fuentes principales del medio de
cultivo carbono y nitrégeno y siendo estas elementos
constituyentes del metabolito NAD, el objetivo siguiente que se
persigui6 fue aumentar la cantidad de biomasa producida, para lo
cual se realizaron dos experimentos, en los que se dieron pulsos
de ambas fuentes (carbono y nitrégeno) y pulsos de la fuente de
carbono en forma individual, determinandose que el méximo
crecimiento se obtiene con la adicidén de ambas fuentes ( dextrosa
al 0.5 3 ¥y de sulfato de amonio al 1.25 g/l ), llegandose
obtener 4.7 de densidad éptica como una medida de la

concentracién celular.

Para mejorar todo el proceso en gener:al y observar el
comportamiento del microorganismo a una escala mayor, con algunas
variables controlables «como pH, temperatura, agitaeidén vy
aireacién, se realizé la cinética de crecimiento en un
fermentador de 14 litros de capacidad, con el medio de cultive
optimizado, wuna adicién de pulsos y bajo las condiciones de
crecimiento establecidas para este microocrganismo. Aqui se logré

aumentar la velocidad de crecimiento del microorganismo de 0.298

50



h-1 original a 1.02 h~l, lo que representa 3.4 veces la velocidad

de crecimiento del Bacillus sp. original.
En cuando al comportamiento del microorganismo reflejado en la

produccién de biomasa se logré un 40 % m&s de la obtenida

originalmente.
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ANEXOS

ANEXO A
{ MATERIALES Y EQUIPO )

MED1I0S DE CRECIMIERTO

Come todos los seres vivos, los microorganismos para poder crecer
y reproducirse,  necesitan encontrar en el medio donde se
encuentren, los nutrientes y la fuente de energfa dispensable
sable para surcreéiMiento.

Para este caso se utilizaron dos medios de crecimiento, el Luriay
medio mIano. El primero se utilizo como medio semilla y el
segundo -como medio minimo. En los cuadros 9 y 10 se presentan los

componentes de ambos medios.

Cuadro 9

Hedip de crecimiento Luria-Bertrani

Peptoﬁa de casefna...c.ceanese l0g/ L
Extracto de levadura ......... Ssg/L

NaCl ertereaaaes 5g/L

PH tuvevnnnnan 7.2 - 7.4
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Cuadro 10

“Medio de crecimiento mfnimo

Solu;ién A it
25 g /L
W0g/L
7.4

" .Solucién B
1 g/L
100 mg / L
: o 10mg /L
" MnS04 10mg / L

MICROORGANISMO
La cepa utilizada para el desarrollo de este trabajo fue una cepa
de Baclillus sp sopreproductora de NAD, la cual fue proporcionada
por el laboratorio de biotecmologia de la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlén.
Sus principales caracteristicas son:
- Pertenece a la especie Bacillus sp.
- Se puede utilizar como cepa nodriza, en pruebas de satelitismo
de Haemophilus.
~ Crece abundantemente en medios minimos de crecimientos como el

Robinson y el Luria 10,

53



MANTENIMIENTO DEL MICROORGANISMO

La conservacién del Bacillus sp se realizé en un medio sélido,
compuesto de infusidn de cerebro de corazén y agar como sustancia
solidificante. En el cuadro 11 se muestran las proporciones de

ambos componentes.

Cuadro 11
Medio s6lido de crecimiento

Fusién de cerebro de corazén ..... 37 g /L

Agar esenes 15 g/ L

El medic s6lido, una vez disuelto. en agua, se‘ esterilizé a 1§
Ib/in durante 15 minutos. Luego se dej6 enfriar y por Gltimo se
vécio en caja de petri. De ésta manera se tuvo el medio sdélido, en
el cual se sembré el Bacillus sp para posteriormente conservarse

en refrigeracién.

PREPARACION DE MEDIOS DE CRECIMIENTO ¥ DEXTROSA AL 20%.

A) MEDIO LURIA-~BERTRANI.

Para obtener un volumen de 100 ml se pes6:

1 gr de peptona de caseina, 0.5 gr de extracto de levadura, y 0.5
gr de cloruro de sodio.

Después todas las sustancias se disoclvieron en agua destilada,

posteriormente se aford a 100 ml y se ajusté el pH de la solucién
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entre un valor de 7.2 y 7.4. Por ultimo se esterilizé a 15 Ib/in

durante 15 minutos.

b} MEDIO MINIMO.

Se pesaron las cantidades indicadas en el cuadro 10 para cada uno
de las sustancias que componen el medio, ‘posteriormente se
disolvieron por separado. En el caso deila:séiﬁcién A, una. vez
disueltos sus componentes, se le ajustdvélfpﬁﬁatun valor de 7.4.

Después mezclaron ambas soluciones para 6b;énér:g a;soiucién stock

de medio Robinson, la cual por ﬁltimofspvfeétérilizé a 15 1Ib/in

durante 15 minutos.

¢) SOLUCION DE DEXTROSA AL 20%. -
Se pesaron 20 gramos de dextrosa, se disolvieron én agua destilada
y después se aforé a 100 ml, posteriormente se esterilizé a 10

Ib/in durante 10 minutos.
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MATERIAL Y BQUIPO

Durante el desarrolle del trabajo experimental se utilizé el

sigquiente material y equipo:

Pipetas graduadas de 1, 5, 10 ml. ~
Cajas de petri.
Cartuchos para esterilizar pipetas.

Matraces Erlenmeyer de 100, 250, 500 ml y matraces de 1,

litros.

Matraces aforados de 25, 50, 100, 250 y 1000 ml.

Esp&tulas.

Autoclave.

Espectofotémetro de luz visible ( Marca Baush and Lomb, modelo
Spectronic 20 ).

Espectofotémetro de luz ultravioleta ( Marca Beckman, modelo
Spectrophotometer 25 ).

Fermentader con capacidad de 14 litros (Marca New Brunswick).
Balanza analitica.

Balanza granataria.

56

4



ANEXOC B

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CARBOHIDRATOS
A. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CARBOHIDRATOS
METODO DE FENOL (DUBOIS).

PROCEDIMIENTO.

a.l De la muestra problema tomar una alfcuota de 1 ml y llevarla a
2 ml, utilizando agua destilada.
a.2 Adicionar 1 ml de fenol al § $ ¥ § ml de 4cido sdlfurico
concentrado, agitar y dejar reposar 10 minutos a temperatura
ambiente y después 20 minutos a 30 “C.
a.3 Determinar la absorbancia de la muestra a 490 nm, e interpolar
el dato obtenido en una curva esténdar de glucosa (ver figura 23 )
para determinar la concentracién.
B. ELABORACION DE LA CURVA ESTANDAR DE GLUCOSA.

PROCEDIMIENTO.
b.1 Preparar scluciones de glucosa con concentraciones entre 0 =
100 mg/ml o bien entre 0 -~ 100 microgramos/ml segGn sea el caso.
b.2 Tomar una alicuota de 1 ml de la primera solucién y llevarla a
2 ml, utilizando agua destilada.
b.3 Adicionar 1 ml de fenol al 5 % y 5 ml de A&cido sulfurico
concentrado, agitar y dejar reposar 10 minutos a temperatura

ambiente y después 20 minutos a 30 “C.
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b.4 Determinar la absorbancia de la solucidén a 490 nm.
b.5 Repetir el mismo procedimiento para las otras goluciones.
b.6 Elaborar con los datos obtenidos una gr&fica

Concentraciones contra Absorbancia.

FIGURA 23
CURVA ESTANDAR DE DEXTROSA

ABSORBANCIA A 400 NM

2 1

10 .20 30 40 50 80 7¢ B0 90 100

MICROGRAMOS/ML
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ESTA TESIS NO WEDE
SALIR DE LA BIBLIBTECA

ANEXO C

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE NAD

A. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE NAD.

PROCEDIMIENTO.
a.1 Tomar 1 ml de la muestra problema y diluirlo en 4 ml de agua
destilada (dilucién 1:5).
a.2 Adicionar la muestra diluida en una celda de cuarzo.
a.3 Determinar la absorbancia de la muestra a 260 nm, utilizando
un espectrofotémetro de luz ultravioleta e interpolar la lectura
obtenida en una curva estdndar de NAD (ver figura 24) para
determinar la concentracién,
B. ELABORACION DE LA CURVA ESTANDAR DE NAD.

PROCEDIMIENTO.
b.1 Preparar una solucién de NAD con una concentracién de 0.1
mg/ml.
b.2 Tomar de la solucién preparada alicuotas de 5, 10 , 15 , 20,
25, 30, 35 y 40 ml e irlas adicionando en forma individual en
matraces de 50 ml.
b.3 Realizar el aforo de cada matraz utilizando agua destilada.
b.4 Determinar la absorbancia de cada matraz a 260 nm, utilizando
un espectrofotémetro de luz ultravioleta.
b.5 Realizar con los datos obtenidos una grafica de

concentraciones contra absorbancia.
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FIGURA 24
CURVA ESTANDAR DE NAD

ABSORBANCIA A 260 NM
2
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1) Variacién de la concentracién de la fuente de carbono.

ANEXO D

ANALISIS ESTADISTICO

Cuadro 10

ANAVA
FUENTE DE gl sc oM FC | FT
VARTACTON (0.5)
BLOQUES (r=1)= 1 8 x 1075 |8 x 1075 4.57 [7.71
TRATAMIENTOS| (t=1)= 4 2.5 x 1073}5,12 % 1074]25.25/6.39
ERROR (r-1)(t-1)= 4J8 x 10~5 J1.75 x 1075
CONCLUSIONES: -

a) Para -bloques, se acepta Ho, es decir no hay diferencia

significativa

crecimiento.

entre los promedios

b) Para tratamientos, se acepta Ha,

significativa

crecimiento.

entre los promedios
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Prueba de Tukey.

Concentracién media de la velocidad’
%) de crecimiento (h~1)
0.5 X, 0.312
1.5 ) Xy 0.287
2.0 . »d.zgz
2.5 ‘ SRR
3:0

Nimero de compéraéldngé ﬁﬁ. de tratamientos
Nimero de cémpé;gegone§'
1.% S%
2. Xy - X3
3. %) - X4
4. X - Xg
5. X; - X3 10. X4 - Xg

Calculo de W.

W = diferencia minima significativa.

W=gqgaSX - 8x = ( S2/n)2 2 = CM ERROR

ga se calcula con a= no. de tratamientos n = no. de repeticiones
y los GL del ERROR.

1. Xy = Xp = 0.025 > 01018 6. X _ X4 = 0.008 < 0.018

2. X; - X3 = 0.03 >0.018" 7. Xy = X5 = 0.018 = 0.018
3. %) - Xy = ’Vt::)'.ko'aya‘}.f" 7 = 0.003 < 0.018
40 X] - X = bv:.oy'qé >0 9. X3~ Xg = 0.013 < 0.018
5. Xy - X3 = 0,0057< 10. x4 -‘xs ="0,01< 0,018

Conclusién.

La Gnica diferente es 1a concentracién de 0.5 %
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2) variacién de la concentracién de la fuente de nitrégeno.

Cuadro 11
ANAVA
FUENTE DE gl - FC ™ FT -
‘| VARIACION - s e 1 (0.5)
BLOQUES {r-1)= 1 O;ll?r:« ?.71°

.(TRATAMIENTOS| (t=1)= 4 6.39.0

ERROR: . | (r=1)(t=1)= 4|0

CONCLUSIONES

~porjlprﬁanto‘no hay

a) Para blogues y! tratamientos:se acepta ‘Ho,
diferencia éignifiéaéivé éhtie loé‘promedioé de las “velocidades de

crecimiento.

3) Estimacién de la confiabilidad de las conclusiones.
formula CV = ( CM DEL ERROR ) 1/2 M = x/an donde:
M X = Suma total de las observaciones.
a = No. de tratamientos.
n = No. de repeticiones.

3.1 Para la variacién de la concentracién de la fuente de carbono
se tiene:

M = 2,858/ (5) (2) = 0.2858
oV = ( (1.75 x 10~5)1/2,0.2858) x 100 = 1.463

3.2 Para la variacién de la concentracién de la fuente de
nitrégeno se. tiene:

M = 2.5654/ (5) (2) = 0.2565
€v = ( (4.2 % 1073)1/2/0.2565) x 100 = 25.26
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