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PRESENTACION DE LA TESIS 

En esta sección. la de presentación de tesis, se describe la forma en que está estructut':lda la 

misma.· En el capítulo 1 se presenta un resumen general del trabajo en español e ingles. 

En el capítulo II se presenta una introducción al tema de trabajo. los principales antecedentes 

que dieron origen a éste trabajo y las hipótesis que se plantearon para la realización del mismo. En el 

capítulo fII se presentan el objetivo general y los particulares que se establecieron para el desatTOllO 

del trabajo experimental. En el capículo IV se presenta una revisión bibliogr.íflca de aspectos 

fisiológicos de B. subtilis y de car-.icterísticas de los cultivos alimentndos exponencialmente como 

estrategias de fermenmción. discutiéndose en ambos casos los aspectos de relevancia pai·a la 

realización de la tesis. 

En el capítulo V se hace una presenmción de los resultados obtenidos. los cuales son 

mostrados en deUllle en tres manuscritos. dos de los cuales. uno publicado y oco acepmdo para 

publicarse. son presenUldos en esta sección y el tercero, por someterse. es mostmdo en el apéndice 

X.11. 

Con el fin de facilitar la Iecrura y la secuencia de la tesis, en el capítulo VI. el de discusión 

general. se presentan de manera resumida los resultados reportados en los tres manuscritos antes 

mencionados. y se hace una discusión general acerca de los mismos. 

En el capítulo VIl se presentan las principales conclusiones y aportaciones obtenidas en el 

trabajo. En el capítulo VIII se presentan las sugerencias para tnibajos futuros a pal"tir de ideas 

generadas en el presente tnibajo. 

En el capítulo IX se muestran la bibliografia cimda en las secciones que componen este 

trabajo, excluyendo las que son presentadas exclusivamente en los manusclitos. 

Finalmente. el capítulo de apéndices. presenta el deUllle de los materiales y métodos 

empleados en la parte experimental del tnibajo, los cuales son presentados de manera resumida en los 

manuscritos. así como los resultados de todas las cinéticas de fermentación que fueron resumidas en 

los tres manuscritos y en la sección de discusión general. 
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L1 RESUMEN 

B. subtilis es una bacteria gram (+) qu·e esporula cuando se agOla un nutriente en el medio de cultivo, 

cxmcomitante con este proceso se presenta la producción de la proteasa alcalina (subtilisina), la cual es 

codificada por el gene aprE. Anteriormente se ha demostrado, en cultivos continuos en medios complejos y en 

cultivos alimentados limitados por nitrógeno, que la expresión del gene aprE es inversamente proporcional a la 

velocidad especffica de crecimiento. En este trabajo, mediante el uso de cultivos alimentados se evaluó el 

efecto que tiene la velocidad específica de crecimiento impuesta a B. subtilis sobre la producción de B­

galactosldasa. cuya expresión esu! controlada poc la región de regulación del gene aprE, durante Ja fase 

estacionaria. Asf mismo, con el propósito de des-reprimir y favorecer la expresión de la B-galactosidasa se 

planteó imponer un ~ metab61ico mediante la utilización de cultivos alimentados exponencialmente 

limitados por glucosa. 

Para esto se utilizó una cepa recombinante de B. subtilis Oa BB804), en la cual el gene lacZ de E. coli 

es expresado en cromosoma utilizando Ja región de control del gene aprE. La cepa BB804 contiene dos 

mutaciones en reguladores pleitrópicos del proceso de esporulación y de expresión del gene aprE, las 

mutaciones hpr2 y degU32(Hy), las cuales en conjunto incrementan aproximadamente 40 veces el nivel de 

expresión de aprE. Para realizar la evaluación se cliselío un medio de cultivo mineral suplementado con 

glucosa y se utilizaron como estralegias de fermentación cultivos lote y cultivos alimentados exponencialmente 

limitados por glucosa. 

Normalmente la expresión del gene aprE no está asociada a crecimiento. Sin embargo, la utilización 

del medio mineral en cultivos lote propició que la producción de la B-galactosidasa se diera parcialmente 

asociada a crecimiento. La baja frecuencia de esporulación. menor al l '7c. durante la fase de crecimiento indica 

que la formación de esporas resistentes a calor no fue el factor que ocasionó la producción de B-galactosidasa 

asociada a crecimiento. Además. la utilización del medio mineral con diferentes concentraciones iniciales de 

glucosa en cultivos lote, permitió incrementar hasta en un 85% la aethidad especffica de B-galactosidasa, en 

comparación con la actividad obtenida en medio complejo. Así mismo. al incrementar la concentración inicial 

de glucosa en cultivos lote de 11 a 26 g/L se logró incrementar dos y treS veces la actividad y productividad 

volumétrica. respectivar.iente. Por otro lado, durante las tres primeras horas de la fase estaeionaria de los 

cultivos se presento lisis celular. Esta lisis se pudo evitar alimentando glucosa durante la fase estacionaria. de 

acuerdo a un coeficiente de manienimiento de 0.11 g,.,, / (&.,.,,.. h). De esta manera se logró duplicar Ja actividad 



voluméUica en ese cultivo. en comparJción con un cultivo lote realizado en condiciones sin1ilares pero sin 

alimentar glucosa durante Ja fase estacionaria. 

Para establecer Jos perfiles predeterminados de alimentación de glucosa para los cultivos alimentados 

exponencialmente, se disefto un sistema automático conttolado por computadora. Utilizando el medio mineral, 

se evaluaron velocidades específicas ele crecimiento predetenninadas en un intervalo de 0.058 a 0.35 h·1.Los 

resultados obtenidos durante Ja fase de crecimiento de Jos cultivos alimentados exponencialmente muestran que 

se pudo obtener un estado pseudo-estacionario en la velocidad específica de crecimiento y de glucosa 

remanente en el medio de cultivo, así como en Ja acumulación de acetato. El tiempo durante el cual se obtuvo 

el estado pseudo-estacionario se pudo incrementar de 6 a 46 h corúonne Ja velocidad predetenninada de 

crecimiento se redujo de 0.35 a 0.058 hº'. Después de ese tiempo, yo obstante de que la glucosa se alimentó en 

base a los perfiles predetenninados y de que todos los minerales estaban presentes en concentraciones no 

limitantes. se perdió el control sobre el estado pseudo-estacionario, obteniéndose una reducción en Ja velocidad 

específica de crecimiento y una acumulación de glucosa y acetato. 

En similitud a Jos cultivos lote, para Jos cultivos alimentados mantenidos a una velocidad de 

crecimiento cercana a 0.4 h"', se obtuvo producción de B-galactosidasa asociada a crecimiento. Sin embargo, y 

contrario a Jo que se planteó, para Jos cultivos alimentados llevados a cabo a una velocidad de crecimiento 

menor a 0.2 h-1
, la actividad específica se redujo drásticmnente. a valores cercanos a cero. durante la etapa de 

alimentación. La máxima actividad específica obtenida durante las primeras tres a cinco horas de Ja fase 

estacionaria. de cultivos precedidos por velocidades especificas de crecimiento cercanas a la máxima, comparan 

muy bien con Jos resultados obtenidos en Jos cultivos Jote. Sin embargo. para los cultivos llevados a cabo a 

velocidades de crecimiento menores a 0.20 hº', Ja producción de B-galactosidasa durante Ja fase estacionaria del 

cultivo fue núnima. Los resultados obtenidos indican que la reducción de la velocidad de crecimiento, mediante 

la limitación por glucosa. suprimen la producción de B-galactosidasa tanto durante Ja fase de crecimiento 

exponencial, como durante Ja fase estacionaria. 

En comparación con cultivos lote llevados a cabo en medio complejo, Ja utilización del medio mineral 

en cultivos lote con 26 g/L iniciales de glucosa y de cultivos alimentados exponencialmente a una velocidad de 

crecimiento predeterminada de 0.35 hº', se logró incrementar alrededor de 2, 16 y 5 veces Ja actividud 

específica. la volumétrica y la productividad volumétrica de B-galactosiclasa. respectivamente. 



I~ ABSTRACT 

B. subtilis is a gram (+) bacterium that sporulatcs when a nutrient is ex.hausted in the mcdium. Also. 
during the curly stagcs of sporulaúon thc sublilisin gene (af1rE) is exprcssed. It has bcen shown. in continuous 
culrures \Vith con1plcx ntcdium and in nitrogcn-lintitct.J fcd-batch cultures. thuc cxprcssion of aprE gene is 
mversely proportional to gro\vth rute. In this '\VOrk lhc cffcct of specific growth ratc on aprE cxprcssion Uuring 
tile st:itionary phase. using fcd-butch ... "Ulturcs. \VUS asscsscd. Funhennore. :.:i n1ctabolic strc;_ss \vas in1po...,.ed. 
using glucosc-lirnitcd cxponcntiu!ly fcd-batch cultures. as :.m anen1pc to dc-rcprcss. and incrcusc aprE 
<!xpression during the growth phase. 

The mutations hpr2 and degU32(Hy), which are known to increase aprE gene cxpression around 40-
fold. were used in combination with the lacZ gene l:hcon1oson1ally integrated undcr control of the regulmory 
regían ofthe aprE gene in a B. s1tbrilis str..Un dcsignatccJ as 88804. 

Nonnally, aprE exprcssion is reprcsscd during vcgetative growlh. Howevcr when BB804 strain wus 
grown in mineral n1edium supplemented with glucose, 13-gaJactosidase production was pan.ially growth­
:issociated. Sporulation frequencies, lower than 1 %, during the growth phase inclicates that spore formation was 
not the factor that indu=d growth-associated B-gaiactosidase expression. Compared with the results 
obtained in complex media up to a 85% increase in specific B-gal activity in mineral medium, 
supplemented with different initial glucose concentrations, was obtained. A two and three-fold 
increase in vo!umetric activity ::i.nd 13-galactosidase productivity was obtained when glucose 
concentration was varied from 11 to 26 g/L. respectively. In addition. g!ucose feeding dming che 
stationary phase at 0.11 &.,: I (gocw h), resulted in a two-fold increa.se in volumetric enzyme activity as 
cellular lysis was prevented. 

Constant µ. in the range of 0.058 to 0.35 h"', were maintained using núneral meclium and 
=mputer-controlled pre-detennined glucase feecling profiles. At aJl growth rates tested, a pseudo-steady state 
in µ and glucose concentration was obtained. As pre-detennined µ was reduced from 0.35 to 0.058 h"'. pseudo­
steady state was maintained from 6 to 46 hows. Moreover, in spite the facr that glucose was fed in accordance 
wich che pre-detennined profile and that aJl other minerals were present at non-linúting =ncentrations. after 
such elapsed times, a characteristic suelden decrease in che slope of log of biomass concentration against time 
and an accurnulation of glucose and :icetic acid. inclicated that conttol on pseudo-steady state was losL 

For fed-batch culrures maintained at a growth rote clase to 0.4 h.,. specific enzyme activity remained 
relatively constant during che fed-batch phase. In contrast, for exponcntiaily fed-batc cultures maintained at a µ 
lower than 0.2 h.,, specific and volumetric B-gaiactosidase activicy decreased during the fed-batch phase, 
reaching a value close to zero befare glucose feeding was stopped. Maximum B-gaiactosidase activicy, during 
che stationary phase, was obtained at µclase to 0.4 h"'. whereas it scrongly decreased at values of µ Jower than 
0.2 h ... Tilis suggests that glucose limitation and µ reduction during exponential growth phase, represses B­
galactosidase production during the exponencial and the scationary phases. 

Using batch cultureS wich 26 g/L of initial glucose =n=ritration or exponentially fed-batch cultures 
carried out ataµ close to 0.4 h ... allowed to obtain about 2. 16 and 5-fold increase in specific, volumetric and 
volumetric productivicy of B-galactosidase activity, respectively, when compared to batch culrures canied out 
with =mplex medium. 
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D INTRODUCCION 

U.1 Bacilllls subtUis como nücroorganismo huésped para la producción de proteínas 

rec:omblnantes 

Existen varios aspectos que son de especial interés para Ja producción de enzimas 

recombinantes utilizando a B. subtilis como microorganismo hospedero. En pdmer Jugar. la 

combinación de técnicas de ingeniería genética· y de procesos de fermentación han pennitido que 

varias proteínas heterólogas sean producidas en cantidades que de otra manera hubiese sido imposible 

obtener con fuentes naturales o microorganismos silvesu-es (Lee, 1996). En 1989 el mercado mundial 

de enzimas industriales de gran volumen era de 600 millones de dólares, de los cuales el 33% eran 

producidas con cepas recombinantes de B. subrilis (Arbige y Pitcher, 1989). Además se pronosticaba 

que para 1995 dicho mercado sería de 1 000 millones de dólares y que la mayoría de las enzimas 

industriales serían producidas con cepas recombinantes (Gicquiaux, 1990). 

Por otro lado, B. subri/is es una bacteria gram (+),Ja cual habita principalmente en el suelo y 

esporula en un medio ambiente adverso para su crecimiento. Entre los factores que pueden ocasionar 

que B. subtilis esporule se encuentran principalmente: ausencia de algún(nos) nutriente(s) tales como 

la fuente de carbono, nitrógeno y fósforo (Schaeffer et al, 1965; Sonenshein, 1989; Nicholson y 

Setlow, 1990), exposición a radiaciones ultravioleta y acumulación de ciertos factores de esporuluciñn 

(Grossman y Losick, 1988; Waldburger et al, 1993). Concomitante con el inicio de la fase 

estacionaria o del proceso de esporulación. se presenta Ja producción de vaiias enzimas degradativas 

(Schaeffer, 1965 y 1969: Ferrari et al, 1993), es decir que Ja producción de dichas enzimas no est:í 

asociada al crecimiento y en consecuencia no es constitutiva. De manera que la inducción. que 

desencadena la producción de las enzimas degradativas, se produce de manera natural sin que se 

requiera de la adición de un inductor exógeno. Así mismo. esta inducción puede ser conu·olada d~ 

manera muy sencilla, si se ocasiona el agotamiento de algún nutriente en el medio de cultivo. 

Entre los genes que codifican para estas enzimas degradativas se encuentra el gene apr·E, el 

cual codifica para la proteasa alcalina denominada subtilisimi. Dicha enzima es utilizada ampliamente 



en la elaboración de detergentes. A nivel indusuial se utili= cepas sobreproductoras que poseen 

diversas mutaciones que incrementan la expresión del gene aprE. Con las cepas y técnicas adecua.das 

de fermentación. se ha logra.do obtener concentraciones de hasta '.?.O g de subtilisina por liu·o 

(Zukowsky, 1992). También es sabido que los sistemas de expresión de proteínas basados en 

plá.smidos en B. subrilis ocasionan un incremento en la carga metabólica. reduciendo la velocidad de 

crecimiento y favoreciendo la selección de variantes no productoras. los cuales crel:en a una mayor 

velocidad de crecimiento y por tanto desplazan a la población productora (Shoham y Demain. 199 l: 

Vyas et al. 1994). Sin embargo. en un sistema en el cual la expresiún de dichas proteínas esta 

codificada por genes integrados en cromosoma. y que adem:is se expresan naturalmente. es dedr sin 

la necesidad de un inductor externo. a partfr del inicio de la fase estacionruia del cultivo, se evitan los 

inconvenienres anres mencionados. Debido a lo antelio1· la región de control del gene aprE puede _ - . - ~-~ 
utilizarse pru-a expresar proteínas heteról~gas codificadas cromosomwmente; taleS co~o ·1a _ B: ·-: 

galactosidasa de E. coli en B. subtilis (Ferrari et al. 1993). Además, después de E. co/i y S. cereviseae, 

dentro de los microorganismo utilizados a nivel industrial, B. subtilis es de los cuales se posee un 

mayor conocimiento genético y bioquúnico. 

Otra característica importante para emplear a B. subrilis como microorganismo hospedero 

para la producción de proteínas recombinantes, plincipalmente en el área de alimentos, es que muchas 
. - - ~ 

especies de Bacillus, incluyendo B. subtilis. no presentan interacciones patogénicas con los humanos 

o animales (de Boer y Diderichsen, 1991; de Boer et al. 1994), por lo que B. subrilis es considemdo 

ampliamente como microorganismo ORAS (Oenerally Recognized as Safe). Cabe apuntar, qué la 

producción a nivel industrial de la B-galactosidasa se lleva a cabo con especies de levadw-as y hongos 

que también son considerados ORAS (Casas, 1992). 

IL2 La enzhna 8-galactosidasa de E. coli 

La enzima B-galactosidasa (B-D-galactosidasa galactohidrolasa E.C.3.2.1.23) hidroliza a la 

lactosa en glucosa y galactosa. La elaboración de derivados de productos deslactosa.dos se lleva a 

cabo mediante la utilización de la B-galactosidasa proveniente de algunas especies de Kluyveromyces 
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y de Aspergillus. Los productos deslactosados pueden ser consumidos por personas que presentan 

intolerancia a la lactosa. Además, debido a que la glucosa y la galactosa son mas dulces, mas solubles 

y mas fácilmente fermentables que la lactosa. las propiedades de los productos lácteos, subproductos 

o derivados de la leche deslactosados son mejores desde el punto de vista de procesos para la 

elaboración de productos alimenticios a base de lácteos (Casas. 1992). L:i B-galactosidasa de E. cn/i a 

diferencia de las lactasas obtenidas de hongos. presenta pH y temperatura óptimos que son adecuados 

para la hidrólisis de lactosa en leche y en suero dulce (6.6-7 .5 y 55ºC, respectivamente), y a dife1·enciu 

de las lactasas provenientes de Kluyveromycesfragilis. es muy estable a temperaturas mayores a 30ºC 

(Morisi et al, 1972; Nijpels, 1982). Así mismo, el gene que codifica para la enzima B-galactosida.sa 

(lacZ) de E. co/i ha sido ampliamente utilizado como reportero para estudiar los sistemas genéticos de 

regulación de enzimas degradativas y de fenómenos de esporulación en B. subrilis (Ferrari et al, 1986; 

Valle y Ferrari, 1989; Perego et al, 1991; Ferrari et al. 1993). Además. la región de conu·ol del gene 

que codifica para la subtilisina ha sido utilizada en nuestro laboratorio como modelo de estudio para 

la expresión de proteínas horno y heterólogas, así como para estudiar su sistema de regulación (Valle 

y Ferrari, 1989; Bolaños. 1994; Rincón et al. 1994; Salvador et al, 1994; Olmos et al. 1996: Olmos 

et al. 1997). En consecuencia. en nuestro laboratorio se han construido cepas de B. subrilis que 

presentan un nivel elevado de producción de B-galactosidasa recombinante, cuya expresión es 

controlada por la región de regulación del gene aprE. codificada cromosomalmente y que no 

requieren de la adición de inductores exógenos para su expresión (Bolaños. 1994). Es por esto, que en 

el presente trabajo se decidió utilizar cepas de B. subtilis recombinantes, con las características antes 

mencionadas. para sobreproducir la enzima B-galactosidasa de E. coli. 

U.3 Hipótesis de trabajo y cultivos alimentados como estrategia de fermentación 

Como ya se menciono, la producción de proteínas reguladas por la región de conu·ol del gene 

que codifica para la subtilisina está multirregulada genéticamente en Bacillus subrilis y su expresión 

normalmente se inicia concomitante con el inicio del proceso de esporulación, es decir durante el 

estadio de transición entre el crecimiento vegetativo y el inicio de la fase estacionaria. :Mediante el 

uso, ya sea de cultivos continuos con medios complejos (Rincón et al. 1994), cultivos lote empleando 
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fuentes de nuuientes que son metabolizadas lentamente (Hanlon y Hodges, 1981) o mediante técnicas 

de cultivo alimentado limitadas por nitrógeno (Pierce et al, 1992) en B. subtilis, así como en cultivos 

continuos limitados por glucosa en medios minerales en B. /ichen.ifonnes (Frankena et al 1985). se ha 

demostrado que la producción de proteasas, de subtilisina y del proceso de esporulación son 

inversamente proporcionales a la velocidad específica de crecimiento. Es decir que la produccil5n de 

proteasas y la frecuencia de esporulación se incrementan confo1me la velocidad de crecimiento es 

reducida.. 

Por otro lado, los cultivos alimentados son una de las estrategias de fennentación mas 

utilizada a nivel indusuial para la obtención de productos asociados y no asociados a crecimiento 

(Zabriskie y Arcuri, 1986; Arbige y Pitcher. 1989; Fieschko. 1.989; Royce, 1992; Yee y Blanch. 

1992; Zukowsky. 1992; Arbige et al. 1993; Kleman y Strohl. 1994; Ramírez et al. ~994; Lee. 1996). 

A continuación se presentan varias características que se consideraron importantes para evalu:u· la 

producción de B-galactosidasa en B. subti/is utilizando cultivos alimentados. Limiumdo algún 

nutriente y alimentándolo de manera exponencial. por ej. la glucosa o Ja fuente de nitrógeno, se puede 

controlar la velocidad de crecimiento durante la fase de crecimiento exponencial (Yamanc y Shimizu. 

1984, Yee y Blanch, 1992). Además. la limitación de la fuente de carbono y la reducción en la 

velocidad de crecimiento permite reducir la formación de subproductos inhibitorios tales como los 

ácidos orgánicos (Yee y Blanch. 1992: Lee. 1996). En el caso específico de B. subrilis. el proceso de 

esporulación per se y la acumulación de factores de esporulación (Grossman y Losick. 1988; 

Waldburger et al, 1993). limitan la cantidad de células que se pueden obte11er. Además. para obtener 

la máxima concentración de productos no asociados a crecimiento. se requiere de una etapa del 

cultivo en fase estacionaria.. De manera que para maximizar la producción de células y al mismo 

tiempo de productos no asociados a crecimiento. los cultivos alimentados exponencialmente permiten 

por un lado la acumulación de los factores de esporulación y por otro Ja producción de productos del 

metabolismo secundario sin la necesidad de contender con estrategias de fermentación que requieren 

de dos recipienteS de fermentación (como sería el caso de cultivos continuos), 
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Los hechos mencionados en los pÚITafos ante1ion~s condujeron a plantear algunas hipótesis 

para favorecer la producción de 13-galactosidasa de E. coli en B. subtilis. mediante la variación de la 

velocidad de crecimiento empleando cultivos alimentados limitados poi· glucosa. En plimera 

insUUlcia. al controlar la velocidad de crecimiento, mediante la limitación por glucosa en cultivos 

alimentados. se planteo evitar el efecto adverso de la acumulación de ácidos orgánicos e incrementw· 

la cantidad de biomasa disponible al iniciar la fase estacionada de los cultivos, y de ésta manera 

favorecer la productividad volumétlica de B-galactosidasa. En segundo término al imponer un estrés 

metabólico durante la fase de crecimiento exponencial. mediante la limitaci6n pm· glucosa en cultivos 

alimentados. se planteo por un lado favorecer la producción de 13-galactosidasa durante la fase de 

crecimiento vegetativo y' en consecuencia al reducir la velocidad de crecimiento des-replimir la 

expresión del gene aprE durante la fase de crecimiento exponencial. En base a esta hipótesis. también 

se planteo realizar cultivos de dos etapas. Los cuales consistirían de una primera etapa de 

alimentación rápida para favorecer un crecimiento rápido y la obtención de una concentración celular 

elevada. para posteriormente pasar a una etapa de alimentación con crecimiento lento, o nulo, en 

donde se favoreciera la producción de B-galactosidasa. Finalmente, también estabamos interesados en 

evaluar si la reducción de la velocidad de crecimiento durante la etapa vegetativa. mediante la 

limitación por glucosa. tenia un efecto sobre la producción de B-galactosidasa. es decir sobre la 

expresión del gene aprE durante la fase estacionada del cultivo. 

Como es sabido, el conocimiento de la fisiología de cepas recombinantes sobreproductoras. en 

especial la respuesta que presentan a vari;ic;iopes en el tipo de medio de cultivo y a la velocidad de 

crec'..miento, son parámetros de importancia en la optimización de fermentaciones (Zabriskie y 

Arcuri, 1986; Fieschko, 1989). ·Por los cual en este estudio. inicialmente se evaluaron algunos 

paránletros cinéticos, así como la capacidad de síntesis de 13-galactosidasa de B. subtilis recombinante 

en cultivos lote. Para este propósito. se diseñó un medio de cultivo mineral suplementado con 

glucosa. dado que en este tipo de medios las concentraciones de los nutrientes pueden ser conocidas y 

controladas. Además. con estos medios de cultivo se puede controlar la velocidad de crecimiento y 

obtener datos cinéticos relevantes respecto al crecimiento celular. el consumo de substrato y a la 

producción del producto deseado en cultivos continuos o c--..iltivos alimentados. Al realizar la 

e•.·:tluuci6n de Ja producción de B-galactosidasa con B. subtilis en cultivos lote empleando el medio 
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mineral suplementado con glucosa. se esper.iba que la expresión del gene aprE conservase su 

regulación y se obtuviera una producción de B-galactosidasa únicamente durante la fase estaciomu;a 

del cultivo. 

En segundo termino, se decidió evaluar el efecto de la velocidad específica de ca-ecimiento 

sobre el comportamiento cinético de los cultivos así como sobre la producción de B-galactosidasa 

utilizando cultivos alimentados exponencialmente. En este caso como ya se mencionó, al imponer un 

~s metabólico durante la fase de crecimiento exponencial, mediante la limitación por glucosa en 

cultivos alimentados, esperábamos favorecer la producción de B-galactosidasa durante la fase de 

crecimiento vegetativo y en consecuencia a partir de la reducción de la velocidades de crecimiento 

des-reprimir la expresión del gene aprE durante la fase d~ crecimiento exponencial 
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ID OBJETIVOS 

GENERAL 

Evaluar el efecto de la velocidad de c1·ecimie11to de Baci/111.,· sul>tilis sobre la producci<~ll de L~­

galactosidusa de Escl1erichia coli. cuya expresión esta conu·olada. cromosomulme11te. por la 

región de regulación del gene de la subtilisina (aprE). y que además contiene las mutaciones 

hpr2 y degU32(Hy) en las proteínas reguladoras trascripcionales 

PARTICULARES 

1.- Establecer un medio mineral suplementado con glucosa que permita satisfacer las 

necesidades nutricionales de B. subrilis y controlar los procesos de fermentación 

mediante la alimentación limitada de la fuente de carbono. 

2.- Caracterizar la capacidad biosintética de Bacil/11s subtilis para la producción de B­

galactosidusa en cultivos lote. 

3.- Evaluar el efecto de la velocidad específica de crecimiento sobre la producción de B­

galactosidasa durante la fase de c1-ecimiento exponencial y la fase estacionaria. en 

cultivos alimentados exponencialmente limitados por glucosa. 
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IV ANTECEDENTES 

IV.1 Caracterisdcas generales de BaciUus subtilis 

Las bacte1ias penenecientes al género Baci/lus son en su mayoría aerobias. Gram (+) y 

fonnadoras de esporas. Este género se encuenu·a ampliamente disuibuido en el suelo, aire y agua. y 

ha sido explotado de manera extensa por el hombre p:u"<l la p1·oducci6n de enzimas hidrolíticas (como 

la subtilisina). antibi~'\ticos. insecticidas y productos químicos (Zukowsky, 1992). Particul:umente. H. 

subrilis es una bacteria G1"'1m (+). que habita plincipalmente en el suelo y esporula en un medio 

ambiente adverso para su crecimiento. B. subri/is tiene la habilidad' de metabolizar una amplia 

vuriedad de compuestos orgánicos e inorgánicos. Los tiempos de duplicación típicos de B. subrilis 

varían de 20 min a más de una hora cuando es cultivado a 37ºC. en medios muy deos y complejos o 

en medios minerales. respectivamente (Hurwood y Archibuld. 1990). Concomitante con las piimera.s 

etapas del proceso de esporulución se induce. de manera natural. la producción de enzimas 

degradativas (Priest. 1977. Schaeffer. 1969). Los sistemas de fermentación en los cuales la 

producción no esta asociada al crecimiento celular. penniten cultivar las células sin efectos adversos 

sobre el crecimiento debidos la carga metabólica asociada a la producción de proteínas que no son 

esenciales para el crecimiento celular (p. ej. la B-galactosidasa en B. subrilis) o a una presión de 

selección debido a un marcador molecular (p. ej. la resistencia a un antibiótico). Adicionalmente. en 

B. subri/is la inducción que desencadena la producción de las enzimas degradativas. se produce de 

manera natural sin que se requiera de la adición de un inducto1· exógeno. Así mismo. esta inducción 

puede ser controlada de manera muy sencilla. si se ocasiona el agotamiento de algún nuuiente en el 

medio de cultivo. 

Cuando B. subri/is es sometido al agotamiento de algún nuuiente dm"<lnte la etapa de 

transición de la fase de crecimiento exponencial a la fase estacion=ia del cultivo. se desencadenan 

una serie de respuestas con un significado fisiológico imponunte :;ara el desarrollo de este tr.ibajo. 

Entre estas respuestas se incluyen: 
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- La des-represión de enzimas requetic.Jas para incrementar las funciones catabólicas. tales 

como las enzimas del ciclo de los ácidos tricarboxilicos (Hanson y Cox. 1967. Sonenshein. 1989) y 

los sistemas enzimáticos de utilización de nitrógeno las cuales inc11:mentan el rango de subsu·ams 

metabolizables (Fisher y Sonenshein. 1991). 

- El c.JesruTollo de quimiótaxis y el desal"l"ollo de flagelo. lo cual facilita el movimiento hacia la 

búsqueda e.Je nuuientes. 

- Activaci6n del fenómeno de competencia. es decir la capacic.Juc.J e.Je B. s11btilis e.Je tomO:.· ADN 

foráneo e incoq>orarlo a su _matedal genético. lo que le pe1Tnite repar-.ir ADN u obtener una vadaci<ín 

genética y en consecuencia le proporciona un capacidad adicional e.Je sobrevivencia (Dubnau. 1991 ). 

Esta propiedad es fácilmente detectada en un cultivo líquido de R. s11btilis. ya que este coincide con el 

desarrollo e.Je la quimiótaxis. Esta característica petTnite aplicar un método e.Je transfo1mación muy 

sencillo en B. subtilis el cual consiste en agregar ADN con la mutación deseada a cultivos de B. 

subtilis. en estado de competencia. y aplicando un método e.Je selección adecuado obtener la cepa con 

la mutaeión deseada. 

- La producción y excreción de antibióticos. la cual presumiblemente sirve para limitru· la 

competencia de ottos microorganismos por los nuuientes presentes en el ambiente. La producción y 

excreción de va.das enzimas hidrolfticas que convierten nutrientes complejos en unidades pequeñas 

las cuales son fácilmente metabolizables (Ptiest. 1977). 

- La producción de proteasas int.ro.celulares. las cuales incrementan el recambio e.Je proteínas y 

causan ajustes en el metabolismo celulru· (Burnet et al. 1986) 

En general esta.s respuestas pueden interpretru·se como un mecanismo e.Je B. subrilis para evitar 

la inanición y/o complementar el proce_so ·de desarrollo para lograr eficientemente la sobrevivencia 

mediante la formación de esporas. Las características qce desruTolla B. s11bti/is durante el período e.Je 

tranSición. sugieren que potencialmente la atenuación o la di.sminución de la velocidad de 

crecimiento. mediante la limitación por algún nuuiente. permitiría hasta cie1"to nivel des-repdmir la 

producción de las enzimas degradativas (Valle y Ferrari. 1989: Sonenshein. 1989; Pierce et al. 1992). 
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IV"' Desarrollo-esporulación 

El proceso de diferenciación de B. s11brilis es un proceso fisiok"\gico complejo desde el punto' 

de vista bioquímico y genético. Debido a esta complejidad. el objetivo de este capímlo es 

proporcionar únicamente inforrnudún relevante del proceso de desm~·ollo de R. suhrilis relucionudu 

con la producción de enzimas degrudativas. Unu 1-evisiún actual del proceso de esporulaciún en H. 

s11brilis puede ser consultuda en Enington ( 19\!3 ). Cuundo R .. mbrilis es cultivudn en un medio rico. el 

proceso de esporulaciún se llevu a cabo en uproximudumeme 8 horas (Sdrneffer et u/ 1 965). En 

consecuencia. el proceso de esporulaci<ín. una vez iniciadu la t"use esw.cionmia. hu sido dividido en 

ocho estadios. los cuales están basados en los principales cambios citok~gicos que ocun-en durante la 
. . -· 

formación de la espora (Kunkel. 1991; figura IV.2.1 ). La ·notación t,,. t,. t, etc .• es utili7..adu pm·a 

designar el tiempo en que han ocunido dichos cambios. De esta manera. t,, indica el inicio del proceso 

de esporulación o de la fase estacionaria del cultivo y t, indica que han trunscunido 2 horas del inicio 

de la esporulación. Durante t, ocurre la formación del septo en la célula. En general del estadio u-es al 

ocho ocurren el engullimiento. la formación de la coneza y la cubiena. así como la maduración y lisis 

de la espora. Panicularmente. para el objetivo de esta tesis es imponante resaltar vatios fenómenos 

que ocurren durante las primeras etapas del proceso de desarrollo. 

Durante la etapa vegetativa de crecimiento. B. s11brilis se divide centralmente par.t producir 

dos células idénticas (ver figura IV.2.1). En contra..~te. durante las primeras ew.pas del proceso de 

esporulación, el proceso de septación ocun-e asiméuicamente. cerca de un polo de la célula. De t,, a t,. 

ocurren las respues~ adaptativas. dese.ritas en la sección ante1ior (Strauch y ~och. 1992). Si dm·ante 

estas etapas se obtiene o añade una cantidad suficiente de los nuuientes ágotados. las células de R. 

subrilis r-easumen el crecimiento vegetativo. de otra manera el proceso de desarrollo continua. 

Durante la transición de t, a t,. se forma el septo y la célula madre engulle a la pre-espora. El período 

t, generalmente es considerado como el estadio durante el cual el proceso de esporulación ya no 

puede r-evenir hacia la formación de células en cr-ecimiento vegetativo. A panir de t, la mayor parte de 

la expr-esión genética se da por separado. tanto temporal como espacialmente, entre la célula madre y 

la pr-e-espora (Losick y Stragier. 1992). Aunque posteriormente a t, se eruiquezca el medio o ·se 
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agreguen los nuuientes agotm.los. I:.!..• :::élulus no pueden rever.ir el prm:eso de esporu!a::ión (Fresse e: 

al, 1970). 

No obstante que ha sido p::-obado que el proceso de esporulación es independiente de I:.! 

producción de va.tia.s enzimas degr-.idativas. incluyendo la producción de la subtilisina. es decir que no 

se requiere de la producción de la subtilisina para que la.• células esporulen (Stahl y Fenuri. 1984). la 

expresil'ln del gene de Ja subtilisin:.!.. y Ue otros genes que codifican para enzimas c.JegrucJativas .. se 

sobrelapa con la expresión de genes que conu·ola.n la iniciación del proceso ue esporulación (Valle y 

Ferrari. 1989). El inicio de la expresión del gene uprE coinciue con el inicio uel proceso ue desan«>llo 

en B. subtilis, y la máxima velocidad de produccit~n de proteínas codificadas por la región de control 

del gene aprE se da de t,, a t, (Ferrari et al. 1986; Ferrari et al. 1993). Durante este periodo. muchos 

genes que se expresan durante Ja fase estacionaria, incluyendo al gene aprE. son transc1itos poi· Ja 

ARN polimerasa asociada al principal factor sigma de la fase de crecimiento vegetativo. a' o o" 

(Sonenshein. 1989). Este factor pierde su actividad durante las dos primeras horas de la fase 

estacionaria. El producto del gene spoOH, o" (a'°), es necesario para la trascripción de muchos genes 

que son expresados durante el estadio de transición. o" también contribuye, durante t,, u t, a la 

expresión del gene que codifica para a'. Los genes que dependen de e" tienen funciones muy 

diferentes, incluyendo muchas que son necesadas para Ja esporulación y a.lgunas que no Jo son. La 

mayoria de Jos genes que se expresan en la fase· estacionaria dependen directa o indirectamente de o" 

(Sonenshein, 1989). En medios conteniendo caldo nuuitivo o" se encuentra en una concenu·aci<~n 

muy baja durante el crecimiento exponencia.I y se incrementa de manera substancial durante la 

primera hora después de que se detiene el crecimiento. Sin emba.rgp, en medio mínimo con glucosa. 

o" se encuentra en un nivel elevado. tanto durante el crecimiento exponencial, como durante la fase 

estacionaria (Sonenshein. 1989). 
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Fl¡:ura IV.2.1 Cldo de vida de Bacillus subtilis 

En B. subrilis ha sido demostrado que la glucosa y otras fuentes de carbono que son 

met!lbolizadas rápidamente, inhiben el p.-oceso de esporulación y la producción de subtilisina (Fishe.­

y Sonenshein, 1991). El término represión catabólica de la esporulación (y de producci6n <.le 

subtilisina) por glucosa es utilizado para describir este fenómeno (Murks y Freese, 1987). Este 

concepto ha sido extendido a la represión de la esporulación y a la producción de subtilisina por 

nitrógeno, fosfato y azufre. Varios investigadores han demostrado que la deprivación por la fuente de 

nitrógeno, en condiciones de exceso de carbono en , el género Bacillus, ocasionan una mayor 

producción de proteasas, si se compara con la deprivación por la fuente de carbono en condiciones de 

exceso de nitrógeno (Heinekcn y O'Connor, 1972; Hanlon y Hogges, 1981; Hanlon er al. 1982). 

Adicionalmente, existe reportes que demuestran efectos positivos y negativos de la adición de 

aminoácidos sobre la producción de subtilisina (Fisher y Sonenshein, 1991). 

Por otro lado, ha sido demostrado que la producción de subtilisina se incrementa mediante la 

disminución de la velocidad de crecimiento, ya sea utilizando nutrientes que son· metaboli7..ados 
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lentamente (Hanlon y Hodges. 1981). o mediwue el uso de técni<.:as de cultivo continuo (Woute1·s y 

Buysmnn. 1977). También ha sido demostrado que la frecuencia de espornlación se inc1-ementa 

confonne la velocidad de crecimiento se reduce (Dawes y Mandelsuun. 1970: Dawes y Tho1nley, 

1970). Además. se ha postulado que el esu·és energético incrementa la producción de la subtilisina 

(Frankena er al. 1985 y 1986). Así mismo. Rinc6n er al (1994). utili7.ando técnicas de cultivn 

continuo y medios complejos. demostraron que la expresi6n del gene que codifica para la subtilisina 

así como la frecuencia de espnrulaci6n. se inc1-ementan conforme la velocidad de crecimiento se 
reduce. A pesar de que la.." bases moleculw-es del proceso de 1-egulaci6n de la velocidad de crecimiento 

sobre la expresión del gene que codifica para la subtilisina no son conocidas. ni han sido estudiadas. 

resulta claro que se debe aplicar un estrés metabt.~lico sobre R. subri/is con el fin de iniciw· e 

incrementar la producción de la subtilisina. Dado que el papel que juega la producci6n de la 

subtilisina es tratar de que las células de B. subrilis estén en capacidad de utilizar qtros substratos y 

mantenerse en reproducción. es de esperarse una correlación positiva enu-e la producci6n de la 

subtilisina y el estrés nuuicional. metabólico o energético. 

IV.3 Expresión de 6-galactosidasa regulada por la región de control del gene que c~ifica 

para la subtilisina 

El gene que codifica para la subtilisina (aprE) en B. subrilis presenta un sistema de regulación 

compleja (Valle y Ferrari. 1989). En particular existen varias proteínas que actúnn como reguladores 

negativos: Hpr. Sin. Pai y AbrB. y otras como reguladores positivos: DegU. DegR. DegS. SenS y 

DegQ, de la región de control de la transctipción del gene aprE. De mWlem que mutaeiones en estos 

reguladores. las cuales presentnn efectos pleiuúpicos sob1-e la síntesis de enzimas degmdativas y sobre 

el proceso de esporulación. permiten incrementat· o disminuir. según sea el caso. el nivel de 

expresión del gene aprE. En la actualidad esta región de control es una de las mejor estudiadas en B. 

subri/is. Dicho conjunto de reguladores. junto con proteínas reguladoras del proceso de esporulación 

(codificadas por los genes spoO). son los que ocasionan que el gene aprE inicie su expresión al final 

de la fase exponencial de crecimiento. cuando se agota algún nuuiente en el medio de cultivo. La 

mayor expresión de este gene se o::itiene durante las ptimeras horas de la fase estacionatia. 
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Debido a que las proteínas reguladoras controlan funciones que son exp1-esadas durante el 

- -estadio de transición entre la finalización del crecimiento vegetativo y el inicio de la fase estacionruia 

y del proceso de esporulación, se ha propuesto .el término "1-eguladores del estadio de unnsición" pam 

referirse a ellos (Strauch y Hoch. 1992). Aunque ninguna de las mutaciones. conocidas a la fecha. en 

estos reguladores del estadio de transición pmvoca un defecto significativo en la fom1ación de la 

espora. existe evidencia de que la expresión de algunos de ellos están bajo el conu·ol de reguladm-es 

de la esporulación y que, además, pueden controlru· por si mismos algunos genes de la esporulación 

(Strauch y Hoch. 1992). Por ser de particular interés para el presente trabajo. a continuación se 

presenta un breve resumen l:lel control que ejercen los reguladores del estadio de transición Hpr y 

DcgU en B. subtilis. 

Hpr actúa como un regulador negativo (r~presor) de la expresión de las enzimas degradativas. 

tales como la subtilisina. la proteasa neutra. y la serin-proteasa intracelular. También regula 

negativamente el fenómeno de competencia. no existe evidencia de que regule la expresión del la <X­

amilasa y cuando el gene hpr está presente en copias múltiples inhibe el proceso de esporulación. Se 

ha encontrado que el regulador Hpr se une a cuatro regiones separadas del promotor de la subtilisina y 

se ha propuesto que. junto con los otros reguladores. forma una curvatura el ADN. la cual provoca la 

formación de una horquilla de represión (Strauch y Hoch. 1992) 

DegU actl1a como un regulador positivo (activador) de las enzimas degradativas subtilisina. 

levansacarasa. proteasa neutra y la serin-proteasa intracelular. También l"Cgula positivamente el 

fenómeno de competencia y no existe evidencia de que en su t'orma nativa l-egule el proceso de 

esporulación. ni la síntesis de <X-amilasa y la fosfata.Sa alcalina (Strauch y Hoch. 1992). Al parecer las 

proteínas reguladoras DcgU y DegS forman un sistema de transmisión de señales de dos­

componentes. Se ha postulado que DegS es una quinasa que fosforila a la proteína Deg.U en respuesta 

a una(s) señal(es) ambiental(es) (Strauch y Hoch. 1996). De manera que cuando la forma fosforilada 

de DegS se une a una región específica del promotor aprE se activa la transcripción del gene. 
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Poa· ejemplo, se ha demostrado que la combinaci6n de las mutaciones l1pr2 y <legU32(Hy) 

incrementa aproximadamente 40 veces el nivel de expresión del gene aprE (Ferrari er al, 1993; 

Bolaños, 1994). Esias dos mutaciones y la región de control de aprE fueron utilizadas en nuesu·o 

laboratoaio, por Bolaños (1994), para construir cepas productoras de 13-galactosidasa de E. coli en R. 

subrilis. En el c~o particular para la cepa utilizada en el presente trabajo, inicialmente Bolaños ( 1994) 

constrUyó un vector de integración denominado paprlac2. Dicho plásmido de integraci6n contiene el 

pa-omotor completo, las señales de 1-egulación y los paimeros ocho codones del gene esuuctunli de la 

subtilisina. Así mismo posee el gene car. el cual codifica para la cloranfenicol-acetiln·ansferasa. 

También posee el gene lacZ de E. co/i así como los fragmentos terminales del gene wny, el cual 

• codifica para la enzima cr.-amilasa de B. subrilis. De manea·a que, para evitar paublemas de 

inestabilidad de plásmidos, el vectoa· paprlac2 fue intega-ado, mediante recombinación doble. en el 

cromosoma de B. subrilis. dando como resultado una cepa con interrupción del gen_e esnuctural de la 

cr.-amilasa. resistente a cloranfenicol y con capacidad paa-a producir la en>'ima 13-galactosidasa. Con 

fines de comparación sobre la producción de 13-galactosidasa. la cepa anterior (BB801) fue 

considerada como la cepa silvestre. 

Posteriormente Bolaños (1994) a otra cepa de B. subrilis, la BB82 -la cual tiene suprimido el 

gene que codifica para la proteasa neutra (6nprE), que contiene una mutación en el gene que codifica 

para el regulador negativo Hpr (la mutación hp1·2. la cual es una mutación sin sentido: Valle y Ferr.ari. 

1989) y es auxótrofa a histidina (hisA)- le integró en cromosoma el plásmido paa-plac2 siguiendo un 

procedimiento similar al descrito en el párrafo anterior. Con la mutación hpr2, en la cepa BBR02 

Bolaños (1994) logró un incremento de aproximadamente 3 veces en la actividad específica con 

respecto a la cepa silvesU'C. Adicionalmente. aprovechando el hecho de que el gene que codifica para 

la proteína reguladora DegU está muy cercana al gene hisA (posiciones en el cromosoma 306º y 298º. 

respectivamente: ver Apéndice X.l), mediante transducción genea-alizada Bolaños (1994) transfirió al 

cromosoma la mutación degU32(Hy). La mutación con péa·dida de sentido degU32(Hy) consiste en el 

crunbio del aminoácido histidina por Jeucina en el aminoácido 12 de la proteína DegU (Henner eral .• 

1988). Esta modific=ión en la parte amino terminal, incrementa la estabilidad de la forma fosforilaua 

de l:l proteína DegC (Dahl er al. 1992). y en consecuencia incrementa Ja producción de proteínas 

regui::i.das por el promotor de la subtilisina cKunst eral. 1974). Finalmente. Bolw1os (1994) obtuvo. en 
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combinación con la mutaci6n hpr2. una cepa hiperpnxluctora (denominada 88804:. AnprE. hpr2. 

aprE::lacZ. cmR. degU32(Hy)), con un incremento de aproximadamente 43 veces en la actividad 

específica con respecto a la cepa silvestre. Cuando la cepa BB804 fue cultivada a nivei matn1z en · 

medio complejo. la actividad específica máxima alcan7.ada a tres homs de iniciada la fase estacionaria 

fue de 160 000 unidades de B-galactosidasa por mg de proteína (en este caso una U está definida 

como la cantidad de en7Jma que produce 1 nano-mol de ONP por minuto a 28ºC y pH de 7). Es por 

esto que en el presente trabajo se decidió utili:.r..w· la cepa de B .. mini/is 88804 pam evaluar la 

producción de B-galactosidasa de E. co/i en B. s11btilis. 

No obstante que la mutación degU32(Hy) incrementa importantememe el nivel de expresilSn 

del gene aprE. tiene efectos pleiotrópicos en B. subtilis. de los cuales algunos tienen relevancia para el 

área de fennentaciones. Por ejemplo. entre los efectos pleiotrópicos que induce la mutación 

degU32(H_.,.•) se encuentran: a) la sobreproducción de subtilisina y otras enzimas degradativas tales 

como la levansacarasa. la proteasa neutra. la B-glucanasa y la serin-proteasa intracelular; b) defectos 

en la súttesis de flagelo y del desarrollo de compe"tencia; y c) defectos en la represión catabólica 

normal de la esporulación por glucosa (Kunst et al. 1974; Valle y Fe1TU1i. 1989; Strauch y Hoch. 

1992). Mientras que la esporulación de cepas silvestres es reprimida en medios complejos con exceso 

de glucosa. el efecto pleitrópico mencionado en el inciso c. ocasiona que las células de B. s11btilis que 

contienen la mutación degU32(H_v) esporulen en condiciones de exceso de glucosa en medios 

complejos (Kunst et al. 1974; Lepesant et al. 1974). 

Como es sabido la productividad volumétrica depende de la concentración celular alcanzada y 

como se mencionó la producción de la B-galactosidasa en la cepa 88804 está reptimida dur.1nte la 

fase de crecimiento exponencial. Estos dos hechos permitieron plantear la utili7.ación de cultivos 

alimentados exponencialmente limitados por glucosa. con el fin de obtener una concentración elevada 

de células durante la fase de crecimiento exponencial y reducir la carga metabólica. debido a la 

sobreproducción de proteínas durante el crecimiento. pam finalmente maximizar la producción de la 

B-glll=tosidasa durante la fase estacionaria. Por otro lado. a nivel industrial y en algunos reportes de 

la li!emtura se ha planteado la utilización de cepas asporogénicas para prolongar el tiempo de 

proe:;cción (Pierce er a!. 1992: Oh er al. 1995). Sin embargo. hasta donde se sabe los fonótipos 



asporogénicos en cepas de B. subrilis reducen drásticwnen!'= la expresión del gene aprE (Perego eral, 

1991: Bolaños el al. 1994; Olmos eral, 1996). A pesar de que la biomasa que se puede obtener en 

cultivos alimentados limitados por glucosa esta condicionada;-debido a_ que la esporulación no se 

puede reprimir por glucosa en la cepa BB804, en el presente estudio se decidió trabajar con dicha 

cepa debido a su característica de sobreproducir la enzima 13-galactosid<L~a. 

IV.4 Diseño de culdvos alimentados exponencioln1ente 

Cuando se considera el uso de una cepa de B. s11brilis para la p1·oducción de alguna pi·oteína 

regulada por la región de regulación del gene aprE. es impo1'tante recon:lai· que la mayoría de las 

cepas (silvestres y/o sobreproductoras) únicamente producen subtilisina duranie el período de 

adaptación (estado de transición) entre la fase de c1-ecimiento log:uitmico y la fase estacionaria del 

cultivo, y durante las primeras horas de la fase estacionaria. Desde el punto de vista de producción, 

esta característica limita la productividad del sistema. Una de las soluciones tradicionales a este 

problema consiste el realizar rondas de mutagénesis al azar y seleccionar v:uiantes con un may01· 

nivel de producción (Debabov, 1982). Sin embargo. en nuestro grupo de investigación al igual que 

otros investigadores (Pierce el al. 1992), preferimos utilizar un procedimiento mas sistemático, 

incorporando, mediante técnicas de biología molecular, mutaciones definidas en el cromosoma de B. 

sublilis y manipular las condiciones wnbientales a nivel de fermentador con el fin de incrementat· la 

productividad. En la sección atJterior se discutió el uso de cepas mutadas mediante biología 

molecular, en esta sección se discutirá la implementacil'in de la estrategia de fermentación a través de 

un cultive alimentado exponencialmente. Dicha estrategia permite. enu·e ou·as p1·opiedades discutidas 

en esta sección. imponer un esu·és nucricional y por ende metabólico. a u-avés de la limitación de 

nutrientes, sobre las células cultivadas. Esto se logra por medio del control de la velocidad de 

crecimiento. Además. Pierce eral (1992) han demosu-ado, utilizando cultivos alimentados y un medio 

mineral suplementado con glucosa. que la limitación por nitrógeno mineral permite incrementar el 

tiempo durante el cual se expresan protefuas reguladas por la región de control del gene aprE en B. 

subrilis. En consecuencia. en este trabajü preferimos evaluar el efecto de la limitación de la fuente de 

carbono (específicamente glucosa) sobre la cepa sobreproductora de B. subrilis BB804 (descriw. en la 
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sección anterior). debi~o a que esta limitación permite imponer un estrés nuuicional y energético. Jos 

cuales potencialmente afectan Ja expresión del gene que codifica para la subtilisina. 

Por otro lado. Jos procesos de fermentación involucran una inte1'acción compleja entre Ja 

célula y su medio antbiente. En general en los p.-clCesos de te1"111entaciL'\n se desea obtener una 

cantidad elevada de células. si es posible un c1-ecimiento celular nlpido. 1-educir la fo1"111aciL1n de 

subp1-oductos. evitar etectos adversos por la limitack'\n de nutrientes o el exceso de los mismos. etc .. 

para f"malmente obtener un rendimiento elevado del producto deseado. El diseño del sistema de 

control del proceso de fermentación. requiere de Ja selecciún de una estrategia que pennita manipular 

el medio wnbiente en el fermentador. así como las característica.-. fisiológicas del microorganismo. 

con el fin de afecuir el metabolismo celular en aras de obtener la mayor concentración del producto 

deseado. en el menor tiempo posible. A continuación se presentan las razones por las cuales se 

seleccionó la estrategia de fermentación de cultivo alimentado exponencialme!]te para la producci6n 

de 8-galactosidasa de E. coli en B. subtilis. Así mismo. en primera instancia se presentan las bases de 

diseño para llevar a cabo los cultivos alimentados exponencialmente. 

Existen diversos modos de operación de fo1TI1entación. entre los tt-es mas comunes se 

encuentran Jos cultivos lote. los cultivos continuos y los cultivos alimentados (A1·bige et al, 1993). La 

característica principal de los cultivos lote es que. una vez inoculados. no se lleva a cabo la adición de 

nuuientes ni la remoción de caldo de fermentación. En los cultivos continuos se realiza una udick'\n 

continua de medio. así como la remoción continua de caldo de fermentaci6n. En este sentido, los 

cultivos alimentados (fed-batch cultures) presentan un modo de operaci6n intermedio entre los 

cultivos lote y los cultivos continuos. En los cultivos alimentados se lleva a cabo una alimentaciún 

continua o discontinua de algún(os) nuuiente(s), la cual puede efocturu-se mediante dife1-entes perfiles. 

Sin embargo. a diferencia de los cultivos continuos no existe una corriente de salida continua del 

caldo de fermentación. Dependiendo de la concentmck'\n del substrato adicionado durante el proceso. 

el volumen en el ferr=entador puede cambiar o mantene1-se aproximadamente constante. 

Los cultivos ilimentados se. han utilizado exitosamente para: contender con mecanismos de 

regulación celular ::!les como represión catabL'\lica. inducción para Ja fonnuciún de productos. 
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inhibición por substrato o el efecto de glucosa (O'Connor et al. 1992; Modnk et al. 1986); para 

reducir la producción y/o acumulación de metabolitos tóxicos. tales como los ácidos .orgánicos (Yee y 

Blanch. 1992; Lec. 1996); para estudiar el efecto de variables ambientales. en condiciones 

controladas. sobre la producción de proteínas recom~inantes. tales como la velocidad de crecimiento 

(Ramírez er al. 1994); y pam obtener cultivos de alta densidad celula.- (Riesenberg. 1991; Yee y 

Blanch. 1992; Kleman y Su-ohl. 1994, entre ou-os). 

Generalmente los cultivos alimentados se inoculan con células que se encuentran en la fase de 

crecimiento exponencial. la cual es mantenida durante un detenninado periodo de tiempo con los 

nutrientes presentes al inocular el• fermentador. Posterionnente a una etapa de cultivo por lote, se 

pueden aplicar diferentes perfiles de alimentación de nutrientes para evaluar el efecto específico de 

una variable ambiental. Existen diversas estrategias de operación de los cultivos ali~entados. Yamané 

y Shimizu. 1984; Parulekar y Lim, 1985; y Yee y Blanch, 1992. han revisado en detalle. los 

düerentes tipos de cultivos alimentados y las caracteñ~ticas particulares de los mismos. Sin embargo. 

para controlar la velocidad específica de crecimiento de las células. manteniendo un nivel bajo del 

nutriente limitante (además de los cultivos continuos) existe un modo de operación denominado 

cultivo alimentado exponencialmente. 

El fundamento principal de los cultivos alimentados exponencialmente es igualar la demanda 

de nutrientes de los microorganismos. mediante la alimentación de cantidades adecuadas del nutriente 

limitante (por ej. la fuente de carbono. nitrógeno, fósfo1·0 o azufre). De esta manera. al incrementai· de 

forma exponencial la alimentación. del nutriente limitante. se puede controlai· la taza de dilución y por 

consiguiente la velocidad de crecimiento. A difen:ncia de los cultivos continuos y en sentido estticto. 

en los cultivos alimentados exponencialmente existe un cambio. aunque sea pequeño, del volumen 

con respecto al tiempo. Dado que el cambio del volumen respecto al tiempo es diferente de cero. no 

se tiene un estado estacionario en el volumen. Con respecto al cambio del volumen. existen dos casos 

de cultivos alimentados exponencialmente. 

a) Si el cambio del volumen es muy grande y exponencial, la concentración celular puede 

mantene1·se aproximadrunente constante respecto al tiempo. de manera que el cambio de la 
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concentración celular respecto al tiempo es prácticamente igual a cero y se obtiene un estado pseudo­

estacionario en la concenn-ución celular (Rarnfrez et al, 1994). Como consecuencia el cambio de la 

velocidad de crecimiento respecto al tiempo también es prácticamente cero y en este caso también se 

obtiene un estado pseudo-estacionario en la velocidad específica de ca-ecimiento. el cual es igual a la 

tasa con la cual se está diluyendo el medio de cultivo. 

b) Si el cambio de volumen no es muy gr.ande. debido a que el subsn·ato limitante en la 

alimentación exponencial esta muy concenn·ado. la concenti·acilín celular se incrementa 

exponencialmente respecto al tiempo y no se obtiene un estado pseudo-estucionwio en la 

concentración celular. No obstante. si se lográ mantener el incremento exponencial de la 

concentración celular. la velocidad específica de crecimiento es aproximadamente constante y poa· 

tantoconsecuencia su cambio respecto al tiempo es cen:ano a cero y como consecuencia también se 

obtiene un. estado pseudo-estacionario en la velocidad específica de crecimiento. En este caso el valor 

de la velocidad específica de crecimiento esta determinado directamente por el incremento 

exponencial de la biomu.su. 

En ambos casos también se obtiene estado pseudo-estacionado respecto a la concenb"Ución del 

substrato limitan te, lo cual permite definir una etapa durante la cual el cultivo esta controlado respecto 

a una velocidad de crecimiento deseada 

En términos prácticos. una .estrategia útil_ y sencilla. es seguir un. esquema de alimentación 

predeterminada (es decir. mediante · un control de lazo abierto), diseñado pw-u anticipar las 

necesidades nutricionules. Tales esquemas consisten ya sea en incrementos en escalón de la velocidad 

de alimentación de nullientes. con el fin de aproximarse a una demanda exponencial. o bien un tlujo 

de alimentación con un incremento exponencial. Incrementos graduales en la velocidad de 

alimentación permiten incrementar la concentración celular mediante el abastecimiento de una mayor 

cantidad de nutrientes. En este caso las células ca-ecen exponencialmente durante un período de 

tiempo. si la velocidad (tasa) de alimentación del subsll"Uto limitunte del crecimiento se incrementa en 

proporción a la concenn-ución celular. En consecuencia. el método de alimentación exponencial hu 

sido desarrollado pUl-u pennitir que las células crezcan a una velocidad específica de crecimiento 
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constante (Yamané y Shimizu. 1984; Pa.i·aluyekar y Lim, 1985; O'Co.nnor et uf. 1992: Yee y Blanch. 

1992; Lec, 1996). Además, con E. co/i esta técnica también permite reducir la acumulación de 

productos tales como los ácidos orgánicos, si se conu·ola la velocidad de creCimiento por debajo de un 

valorcrítico(Yee y Blanch. 1992; Lec, 1996). 

Las células consumen el ca1"bono (glucosa) como fuente de enea·gía y como subst.-ato pal"a las 

reacciones de biosíntesis. De mane1·a que la acumulación del subsU•Uo limitante (d(VS)/dt). durante la 

fase de crecimiento exponencial en un cultivo alimentado. puede ser representado mediante un 

balance considel"Wldo (O'Connoa: et uf. 1992): la alimentaci<>n de substl"ato. el ca-ecimiento celulal". la 

formación de producto y el consumo de energía de mantenimiento para las funciones basales de la 

célula. Dicho balance esta representado por la ecuación (1): 

(1) 

donde; 

acu~~ión 

dt 

crecimiento producto . . 
Q man~ento ___ P_x V- mX,V 
y% • 

s 
V 

F 

Si 

µ 

X 

YXIS 

y""' 

Q, 

m 

es la concentración del substrato en el fermentador (g/L) 

es el volumen en el fermentador (L) 

es el t1ujo voluméuico de alimentación de substrato (L/h) 

es la concentración del substrato en la solución alimentada (g/L) 

es la velocidad específica de crecimiento (h.1
) 

es la biomasa o concentración celular en base seca (g"""JL) 

es el tiempo (h) 

es el rendimiento biomasa/substrato (g células/(g subsu·ato)) 

es el rendimiento producto/substrato (g producto/(g substrato)) 

es la velocidad específica de formación de producto (g producto/(g células- h)) 

es el coeficiente de mantenimiento (g substrato/(g células- h)) 

Considerando la etapa de crecimiento exponencial en condiciones aerobias. se tiene que: 

24 



A) El valor típico de rendimiento biomasa substrato es de alrededo1· de 0.5 g células / g glucosa. 

si las velocidades específicas de ct'ecimiento son mayores a 0.06 11·•, y dado que el coeficiente de 

mantenimiento tiene valot'Cs típicos alt"ededor de 0.1 g substrato / g células h. se tiene que: 

(2) 

B) 

...H..._>> m 
y'Ys 

Se sabe que la velocidad de formackSn de proteínas • .-egul~das por la 1'Cgión de conu·ol del 

gene aprE, en B. s11btilis durante la fase de· crecimiento-exponencial es· reducida (Sonenshein. 1989; 

Valle y Fe=iri. 1989; Ferrari et al. 1993). De m:ine1-a que: 

(3) 

Así. los términos de mantenimiento y de formación de producto pueden considerat-se 

despreciables en la ecuación (1), para obtener la solución simplificada: 

(4) 

Además.si: 

La biomasa se incrementa exponencialmente, es decir que el substrato limitante se alimenta 

exponencialmente. 

La concentración de substrato en el fermentador se mantiene constante y cercana a cero. 

La concentración de substrato a alimentar es alta. de manera que el volumen en el 

fei=entador sea aproximadamente constante. 

Emc:cices: d(SV)/dt =O. De mane:-:! que a partir de la ecuación (4} se tiene: 
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(5) ~=O=FSi-~X V 
dt y'% • 

Reordenando se obtiene: 

(6) 

(7) 

F=-µ.--X V 
SiYYs ' 

Por otro lado del balance par.i biomasa se tiene que: 

d(XV) ="-v V 
dt ~. 

Para el caso en que la velocidad específica de crecimiento es controlada a un valo1· constante. 

y sabiendo que a t = O (es decir cuando se inicia la alimenmci6n), V = Vo y X, = Xo, la ecuación de 

balance de biomasa (7) se puede integrar y se obtiene: 

(8) X, V= XoVoexp(µ.t) 

Sustituyendo (8) en (6) se obtiene la siguiente ecuación: 

(9) F = µ.XoVoexp(µ.t) 

SiY'% 

La cual describe la velocidad de alimenmci6n. en fünción del tiempo, que permite el 

crccúniento exponencial con una velocidad especifica de crecimiento consta:1re. siempre y cuando el 

coeficiente de rendimiento biomas/substrato sea constante. 
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IV.5 !\<tedios de culdvo 

En general. hay tres tipos de medio: los definidos. los complejos y los semi-definidos. Los 

nutrientes en los medios complejos, tales como la peptona. hidrolizado de caseína, extracto de 

levadura. caldo nutritivo, etc., varían en composición y calidad. lo cual hace que las fermentaciones · 

con estos medios sean menos reproducibles. Sin emb:u·go, los medios semi-definidos o complejos son 

utilizados para maximizar el crecimiento y la fonnaciún del (los) producto(s). Con el fin de obtener 

una concentr.1ciún celular elevada en cultivos bacteaianos. es necesario disefiar un medio de cultivo 

balanceado, que contenga todos los componentes neces:uios p:u-a el crecimiento celular. En via-rud de 

que las concentraciones de los nutrientes pueden ser conocida.~ y en consecuencia controladas. los 

medios definidos generalmente son utilizados para conocea· coeficientes estequiométricos. tales como 

Y xis· Dicho coeficiente puede ser aplicado en la ecuación 9 con el fin de establecer el esquema de 

alimentación exponencial prede~rminada descrito en la sección anterior. Además, el comportamiento 

del coeficiente Y""'' en función de la velocidad de crecimiento o de otra v:uiable del cultivo. peaTtlite 

advenir si se presentan cambios metabólicos en las condiciones de crecimiento evaluadas (Rodríguez 

y de la Torre, 1996). 

Algunos nutrientes, incluyendo las fuentes de carbono, nitrógeno y fósfoa·o. cuando están 

presentes en el medio de cultivo por arriba de ciea"ta concentración, inhiben el crecimiento celular. 

Esto explica el hecho por el cual al incrementar la concentn1ción de nutrientes en cultivos lote. no 

resulta en la obtención de concentraciones celulares elevadas. En el caso de E. coli el crecimiento se 

inhibe cuando la glucosa. el amonio y el fósforo. están por arriba de las siguientes concentraciones: 

SO, 3 y 10 g/L. respectivamente (Lee eral. 1996). Esta es la raz<~n por la cual los cultivos alimentados 

son iniciados con concentraciones de nutrientes por debajo del nivel inhibitorio y son alimentados a 

un flujo tal que la velocidad de crecimiento se puede mantener a un valor deseado. 
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IV.6 Acumulación de ácidos or&:ánicos 

Aún en condiciones aerobias. durante el cultivo de bacterias en presencia de exceso de 

glucosa se producen ácidos orgánicos. Dichos ácidos orgánicos. y en particular el acético, es 

producido cuando el flujo de carbono dentro de las vías centrales del metabolismo excede la demanda 

biosintética y la capacidad de gener.ición de ene1·gía dentro de la célula (Holms. 1986: Majewsky y 

Domach. 1990). o cuando el ciclo de los ácidos tricarboxílicos y/o la cadena de transporte de 

electrones se satu1-an (El-Mansi y Holms. 1989: Han eral. 1992 ). o bien. como sucede en B. sulJTilis. 

cuando el ciclo de los ácidos tricarboxílicos no es funcional (Sonenshein. 1989). Concentraciones de 

ácido acético por arriba de 5 g/L a pH 7. ocasionan una 1-educción en la velocidad de crecimiento. en 

el rendimiento de biomasa y la máxima concentración celular obtenida en E. co/i (Luli y Strahl, 1990; 

Bech Jensen y Curlsen. 1990; Han eral 1992). Adicionalmente. se ha reportado que el ácido acético 

tiene un mayor efecto sobre cepas recombinantes en comparación con las no-1-ecombinantes. y que la 

producción de proteínas recombinantes se reduce significativamente poi· la acumulación de acetato 

(Bech Jensen y Carlsen. 1990; MacDonald y Neway. 1990; Shimizu et al, 1992). 

En general. la formación de ácido acético depende del medio utilizado. de la velocidad 

específica de crecimiento y de la cepa utilizada. Por ejemplo. el ácido acético se forma en medios 

complejos y definidos cuando la velocidad específica de c1·ecimiento excede a 0.2 o 0.35 hº' • 

respectivamente (Meyer et al. 1984; El-Mansi y Holms. 1989; Paalme er al. 1990). Estudios 

realizados con diferentes cepas de E. co/i han demosu-ado que el ácido acético se produce en un 

medio definido cuando la velocidad específica de crecimiento es mayoi· de 0.14 hº' (Fieschko. 1989). 

De manera similar. pura B. subrilis se ha demostrado que en condiciones aerobias. este 

mic1-oorganismo produce acetato. formato. lactato, propionato y acetoina (Snay eral. 1989; Park eral 

1992; Cayuela et al. 1993: Vierheller et al 1995). Snay eral (1989) utilizando cultivos continuos 

mostraron que a concentraciones de glucosa mayoi·es a 10 g/L en la alimentaci,)n y/o tasas de dilución 

mayores a 0.36 h·'. l:i. eficiencia de utilización de glucosa de B. subri/is para la formación de biomasa 

se reduce. debido a una formación elevada de (acetato. formato. lactato. propionato y acetoina). 

Además. se ha demostrado que el ¡:,-opionato y el acetato 1-educen considerablemente la velocidad de 

crecimiento de B. sub~i/is a concen:.-.o.ciones mayores a 1 y 2 g/L. respectivamente (Park eral. 1992). 
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y que el formato a concentraciones de 1.25 g/L es tóxico pura el crecimiento celular de Bucillus 

subtilis (Snay et al. 1989). 

En el caso pat"ticular para B. subrilis existen varios aspectos que .son comunes para la 

regulación de los genes que codifican para las en7Jmas del ciclo de los ácidos tricarboxílicos. En 

general. durante el crecimiento en medios complejos vw;os genes del ciclo de Jos ácidos 

tricarboxflicos son tr.mscritos a un nivel basal. se dice entonces que el ciclo no es funcional 

(Sonenshein, 1989). Dichos genes se inducen durante la fase estacionaria de cultivos l'eali7.ados en 

medios complejos. es decir cuando algún(os) nutirente(s) ha(n) sido agotudo(s) en el medio. Se dice 

entonces que el ciclo es t'uncional. Además. si .se agrega 'glucosa durante l;i - fose estacionaria de 

cultivos realiz.ados en medios complejos. se reprime de nuevo la expresión de vai;os genes del ciclo. 

En el caso de medios mínimos la regulación de los genes del ciclo de los ácidos tricai·boxílicos no está 

bien estudiada. Pero se sabe que algunos genes son inducidos y ou-os l'eprimidps durante la fase de 

crecimiento cuando los medios son suplementados con glucosa y glutamina o glucosa y casa­

wninoácidos (Sonenshein. 1989). Para el caso de medios mnerales suplementados únicamente con 

glucosa no se conoce la regulación de los genes que codifican para las enzimas del ciclo, pero es de 

esperarse que la mayoria, sino es que todos, estén inducidos tanto dur.mte la fase de crecimiento 

exponencial como dur.mte la fase estacionaria. 

En consecuencia.. la aplicación de la estrategia de cultivos alimentados exponencialmente 

!imitados por glucosa. como se mendonó en la ~cción .IV:4, resulta apropiada para reducir la 

producción de dichos ácidos en cultivos de B. s11bri/is. Existen otras estrategias que consideran la 

remoción de ácido acético (y de medio de cultivo) mediante procedimientos de diálisis o mediante 

filtración y reciclamiento del medio de cultivo. Sin embargo, en estos últimos procesos se 

desperdician cantidades considerables de nutrientes para su aplicación. 

29 



JV.7 Culdvos de alta densidad celular 

La alimentación exponencial ha sido utilizada exitosamente p:u-a la obtención de cultivos de 

alta densidad celular de cepas silvesttes y recombinanres de E. coli. P:u-a este microo1·ganismo la 

velocidad específica de crecimiento normalmente es mantenida entte 0.1 y 0.3 hº' con el fin de evitar 

la formación de ácido acético (Lee. 1996). Se han alcan7.ado concentr.iciones de hasta 128 y 148 gen 

base seca· por litro de E. coli. utili7.ando la alimentación exponencial limitada por glucosa y glicerol. 

respectivamente (Korz etal. 1995). 

Como ya ha sido mencionado, los reportes reiacionados con la obtencil~n de cultivos de alta 

densidad celular con cepas de B. subti/is son contados (Kai et al, 1992; Park et al. 1992; Cayuela er 

al, 1993). Además. en dichos reportes se emplearon cepas asporogénicas y medios complejos. lo cual 

facilita la obtención de cultivos de alta densidad celular. Sin embargo. se ha demostrado que vru;as 

mutaciones que bloquean el proceso de esporulación reducen drásticamente la producción de 13-

galactosidasa (hasta 16 veces) que se expresa utilizando la región de regulación del gene aprE 

(Ferr.iri et al. 1986; Perego et al, 1991; Bolaños. 1994; Olmos et al. 1996). En consecuencia en el 

presente trabajo se decidió trabajar con la cepa esporogénica BB804, debido a su carácte1· 

sobreproductor de 13-galactosidasa. 

A pesar de las ventajas antes mencionadas de los cultivos alimentados. existen algunas 

limitaciones cuando se pretenden alcanzar concentr.iciones celulares elevadas. Entre estas se 

encuentran la acumulación de metabólitos inhibitorios. y la capacidad limitada de transferencia de 

oxígeno y de disipación de calor del equipo (Lee. 1996). En el caso específico de B. subri/is. el 

proceso de csporulación per se y la acumulación de factores de esporulación (Grossman y Losick. 

1988; Waldburger eral. 1993), limitan la cantidad de células que se pueden obtener. En este sentido. 

los cultivos alimentados exponencialmente permiten por un lado la acumulación de dichos factores y 

por otro la producción de productos del metabolismo secundario. sin la necesidad de contender con 

estrategias de fermentación en dos etapas. 
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V PRESENTACJON DE MANUSCRITOS 

V.1 Desarrollo del medio mineral y evaluación de la producción de B-plactosidasa 

Detalles del diseño del medio de cultivo. ru;f como la evaluaci<'\n de la producción de 13-

galactosidasa en cultivos lote se presentan en los manuscritos: Improvement of culture comlitions to 

overproduce 6-galactosidru;e from Esclterichiu coli in Bucill11s s11btilis (por A. Martfnez. O.T. 

Ramírcz y F. Valle). publicado en Appl. Micmbiol. Biotechnol. vol. 47. 40-45 (pags. 33-39 de esra 

tesis); Hiperproducción de 6-galactosidasa de E. coli en B. s11bti/is (pags. 40-54 de esta tesis) en 

prensa en: Anals de encontro e uso de lactases (Universidade Estadual De Campinas. Campinus. Sp. 

Brasil.); y en el apéndice X.9 (Diseño del medio mineral suplementado con glucosa).· 

La estrategia seguida para la construcción de la cepa utilizada en este reporte, así como su 

evaluación en los medios complejo y mineral, se presentan en detalle en el manusclito: 

Hiperproducción de B-galactosidasa de E. co/i en B. subrilis (pags. 40-54 de esta tesis) en prensa en: 

Anals de encontro e uso de lactases (Universidade Estadual De Campinas. Campinas. Sp. B1-asil.). 

Cabe aclarar que la construcción de las cepru; fue realizada por el Biólogo Vícto1· Bolaños como pw"te 

de su trabajo para obtener el grado de Maestro en Biotecnología (Bolaños. 1994) y quien suscribe 

participó, en colaboración con V. Bolaños •. ·para la evaluación de las cepas construidas en medio 

complejo a nivel matraz. 

V.2 Evaluadón del efecto de la '\"elocfdad de creclnliento sobre la dnética de crecinüento y la 

producción de 8-¡:alactosidasa en cultivos alimentados exponendalmente 

El efecto que tiene la velocidad específica de crecimiento sobre la producción de 6-

galactosidasa utilizando cultivos climentados exponencialmente se presentan parcialmente en la 

segunda parte del manusclito.: HiP":produccidn de 13-gulactosidasa de E. coli en B. subtilis (pags . .+O-
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54 de esta tesis) en prensa ~n: Anals de enconu·o e uso de lactases (Universidade Estadual De 

Campinas. CaJTipinas. Sp. Brasil.); y de fonna mas detallada en el manuscrito: Effect of g.-owth rate 

on the p.-oduction of 6-galactosidasc from Escherichia co/i in Bacil/11s subtilis using glucose-limited 

cxponentially fed-batch cultures (pags. 117-140 de esta tesis). el cual se somete.-á a Enzyme and 

Microbial Technology. y por consiguiente está integrado en la sección 11 de los apéndices. 
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V.4 MANUSCRITO: IMPROVEMENT OF CULTURE CONDITIONS TO 

OVERPRODUCE 8-GALACTOSIDASE FROM Escherichia coli IN BaciUus 

subtUis. 
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Absrract The eff~ct of sorne culture variables in the 
production of 13-galactosidase from Escltericlzü1 coli in 
Bucil/us subrilis was evatuated. The /acZ gl!'ne ,,·as ex­
pressed in B. su.btilis usin~ the re2ulator,· re2ion of the 
subtilisin gene C1prE. The -host co-ntained atSo the hpr2 
and degr...:3~ rnutations. '"hich are known to overexpress 
the aprE gene. \Ve found that. 'vhen this.overproducin2 
B. subtilis. strain· was gro,vn in mineral medium supple: 
~ented ""tth _glucose {~l:\.IGl. 13-galactosidase produc­
uon was parually grovi.·th-associated. as -1.0'Y.-60º{> of the 
rnaximum enzyme activity \vas produced before the 
onset of the stationary phase. In contrast. \vhen a 
con1plex medium \vas used. ~-galactosidase ,,·as pro­
duced only at lovw· level.s during vegetative grO\Vth. 
whereas it u.ccumuh.ued to hic:h lc:vels durin2 earlv sta­
tion:iry pha.se. Compared "·ilh the results Obtaiñed in 
complex media. a :?.O .. /u inc:-e::ise in speciñc ~-gali.1ctosi­
dase activity in l\[.:'\-·lG suppt~mented 'vith 11.6 2/l elu­
cose was obtained. On the 1-1 fermt:nter scale. a th°t-ee­
fold .increa:;~ in volumetric ~-g:::ilactosidase activity \Vas 
obtained "·'-"nen the g:!ucose concentration \vas varied 
from 11 gil to 26 gil. In addition. glucose feedin!! durin!:'.! 
the station::i:-y phase resulted in a t·wotbld increase iñ 
volumetric enz:-me acth·icy as cellular lysis \vas pre­
vented. Fl:r.:.:illy. we sho\\·ec that oxygen uptake and 
carbon dio.xide e\·oiution r:ues can be used for on-line 
detern:iina:i..:-:; o.f the onset >.:'f stationo.1ry phase. glucose 
depleuon <J.::.:! b1omass con-=~ntration. 
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:-.:acion:ll A:.:.:.:::oma de: ~t:x:.::. Cuc:rnava..:a. :'.\.l~l"el~s 6.:.:::-:. 
~tCxko 

lntroductlon 

Bacteria. belonging to che Bc1ci//i1s genus ha.ve been used 
for the production of industrial enzvmes beCause of their 
ability to produce and secrete a l:i[.ge number of useful 
proteins or metabolites (far a recent re,·iew see: Zu­
kowski 199::!>. The commonest bacilli used in industrv 
are B. liclze11i}Or11uS. B. an1ylolic¡uefi1ciens and B. subti/Ú. 
.~mo~g them. the best studied from different points of 
\"1ew is B. subtilis. Furthennore. because of its GR . ..\.S 
(generally recog:nized as safe) status. B. subri/is is a 
natural candidate for the production of proteins for the 
food industry. Ho\vever. compared with Esclrerichia co/i 
or ~- cere\•isiut?. there .have been very fe\\· reports on the 
culuvauon of recomb1nant B. subtilis at fermenter scale. 
and on the development of suitable conditions for the · 
production of recon1binant proteins. Furthennore. most 
of the genetica.lly modified B. subrilis strains have been 
evaluated at flask scale \vhere. in centrase to fermenter 
studies. a strict control on che en'\·ironmental conditions 
is not possible. 

In this \.VOrk. we were interested in studvine: sorne 
~U:_lt_ure variables. such as the type of mediunÍ uSed. che 
inumt glucose concentration and glucose feeding durin2'. 
statio~o.1ry P.hase. to increase the production of f3-ga: 
la-:tos1dase trom E. coli in B. subrilis usin!? batch cul­
tures. For chis purpose. we used a strain th:lt carries the 
E. coli /c1cZ gene under control of the ccprE promote:­
from B. subti/is. '\Vhich is a verv \Vell characterized re~­
ulatory reg:ion (Valle and FerÍ-ari 1989: Ferrari et üL 
1993}. It is ·well kno"•:n that. in rich media. this promoter 
is only expressed during the scationnry phase. and th::n 
~he combination of the hpr: and dt!gC.3:: Hy) mutation.; 
increases its transcriptional level around .+O-fold (Ferrar.. 
et al. 1986. 1993>. Far chis reason the producing strai:: 
used in this work contained both mutations. 
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Materials and methods 

Culture media 

A mineral medium supplemented with gluc:osc (:\tl!\.tG) was de­
signcd. b:iscd on the clcmentary composition of-B. subtilis (Dctt­
wiler et ¡:il. 1993) and with the mineral salts added to Sch:lcffer"s 
sporulation mcdium for B. subtilis cultures (Sch:icffer et a.1. 1965). 
The mineral medium composition ,,·as Cper liter) 4 g (NH.a.>:.SO.a.. 
5.3:? 8 K:.HPO.a.. 6.4. g KH:PO_.. o . .i g ="-lgSO.- · íH:.O. 5 mg ~lnCl:.. 
40 mg CaCI:::.. a.nd 30 mg FcS0_.·7H:.O. The initial concentration of 
g:lucose was varicd. and is specified in Results. '\Vhen cultures 
rca.ched a conccntration of about 6 gil dry c:clt weig.ht. ::ill mineral 
componcnts '':ere addcd asepticnlly. as thc nitrasen sourcc bc:c:ime 
limiting in the culture broth at such biomass conccntr'3tions. The 
initial pH ""·as adjusted to 7.0. 

Strain and cell bank 

The genotype of the strain u sed in this '-"'ork. designated B BSO~. 
was ~rprE. /Jpr:. uprE::/e1cZ. CmR. dt!gC,'3:1 HyJ. without any 
au."<otrophic requirement. lt \\;as constructed in successive steps. 
starting with the BBSO strain (~rprE. glyB. /Jis.-tl. the hpr: and 
d.:gr..·3: '''ere introduced by tra.nsformation using chromosoinal 
DNAs írom strains BBS:::? (.:i/rprE. lris...t. /lpr:> and 8817 (~tprE. 

~~:¡,;;J ~~d'~!ge~.;i· t~9;h6~g2~·.; ~C:.~~is~d;::!1rt~i~ ~;s~~tlii~e~~~;.~~ 
strain was grown in :..1~10 containing 10 gil initial glucose. until an 
absorbance of 5 wns reached (about 1::! h culture time). This culture 
wns used immcdi:uely to prepare frozen vials cont.:iining l .So/o fv/\") 
glycerol. The viuls were stored in liquid nitros:n. '\Ve hon·e found 
thut thi:se vials gh·c reproducible rcsults e\·cn .:ii·ter .:?~ months of 
storage (data not shown). 

Inocula dcvelopmcnt and shake-ftask cultures 

A 1-ml samplc ofthe cell bank was thawed steeply <-:?O ºC. --i =c. 
room tcmp:rature. and 37 :c. during: 5 min for ea.ch step> and 
added to a 500-ml ftask with 100 mi :\l,.lG containing 10 gil initial 
glucose. Inocula wen: incubated to middlc exponentinl phasc Cap­
prox. 1::!-16 h). \Vhen cultures re:achc:d a biomau concentration of 
l .S gil. they wcre uscd as inocul.:i. All cultures '°"·ere initiatcd with 
lO'Yn in~ulum. 

To c...-aluatc ¡l-gab.ctosidasc production in sh.:ikc ftasks. cultures 
werc performcd in :500-ml shake ftasks comaining: 100 ml Schacf­
fer·s mC"dium or !\l!\10. All easks were incub..J.t:d at 37 =e and 
300 rpm in a O::?S Shaker e !'cw Brunswick tn-=. ~ew Brunswick. 
N.J,, \Vhen Sch3cffcr"s mcdium was uscd. thc i:'loculum \vas also 
de,·cloped in Schaeffer"s medium. 

Fc:rment::- cultures 

Cultures ""·ere carried out in a baffied nirrcd-t.:ir.;.; fermcntcr. with a 
working ·volume of 1 1 (total volume t.6 1: LSL Biolañtte. Inc. 
Princctor.. :0-:.J.) 3.nd. cquippcé. with a six-blaC.e Rushton turbine. 
Thc tem;:-e:-;nure was controUed at 37 :c. The ;:-H was maintained 
at 7.0 by .:iutomatic additions of ::,_I !'a.OH C.:.!ring e:":ponential 
growth. a.:-:.d 0.67 "'l H,.PO~ dcring the stationar:,.· ~hase. Foam was 

~~~:fa~ 1~;es~~r:u,~~1:1~~c.i:~r~~¡~i:h 0 : ~~~~;i5~~~~~~i~~~.~~~~~~~~ 
(lnsold E:~trod~s. In~. '\VH:-::i:iton. ~tass.) a::.:i was ..:ontroll;:d 
abo\"c =.o l'"·ith respcct to ai: satur:nion) throc_;!'l a proportional­
integr:i.I ..!e:-!vative controller by automatic incr.::~ses of the im;:-c:tler 
spc:c:d. P:-.:-~ortion.il-incc:;;r.:il ..!e:-ivati\'e parame:.e:-s wc:re tunee!. b~· 
Zic:gh:r· :i :-:-:..::thoJ 1 L:.m and Lee 1991 ) and. aft>!:- s~me further em­
pirkal ;.?..::;:.:.strnl!nts. thc~ we:-e iCt to a ¡::iroporti.::-:.:il band of 90. an 
into::gr::t.l :::-:-:.:::o[ ::oo ii. a dcriv::i.:!-.e time of 1 s. ar:.:. 1 de~d band of S. 
An init:..:.: :.~pcth:r spc~d of fo'J4) :'"prn and a cons:..i:lt :iir ftow r:i:i: of 
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l. vvm were uscd: c:>tr-g:as annlysis for oxygen. car bon dioxide and 
mtrogcn wcn: carr1ed out on-linc using a l\.tOA-1200 mass spec­
trometcr (Pcr~in:Elrncr. Pc;>mona. Calif.) The o~ygen upta.kc rate 
and c:arbon d1ox1de cvolutaon ratc werc calculated on-linc from a 
gas batanee over the fcrmcnter ,,.olumc. assuming a constant 
composition in thc inlet air. f\<tcntor software (LSL Biotafitte tnc. 
Princcton. N.J.) was uscd for on-linc catcolation of O: uptakc and 
CO: cvolution rates and data logging at 1-min inter...-als. 

Analytical mcthods 

The cell conccntration wa.s mea.surcd with a DU-70 spectro­
photomctcr (Bc:ckman. Fullerton. Calif.) as thc absorbancc at 
600 nm (...t 600). and convertcd to dry ccll weight per liter according 
to prcdeterm.ined ca.libration da.ta. ( r .-f600 unit = 0.35 g/IJ. Culture 
samples of:? mi and S mi. from flasks and fermcnter respectivcly. 
wcrc takcn at interv.ats and centrifuged at 10 100 g for J min. Su­
pcrnatants and pc:Ucts were frozen on solid co ... and stored at 
-:?O "C until the proper·dcterminations wcrc made. The protcin 
concentration was dctermined o~ ccll pc:llcts by the Lowry method 
(Lowry .et al. 1951). Oluco:!ie rcmaining in thc supern:itant was 
measured with a Ektachem DL6o· 11 multiplc analyzer (Kodak. 
Rochester. 1'.".Y.). '3-0alactosidase activity was detcrmincd at ::!S "C 
in thc ccll pellcts by a modification of the method of !\.tillcr t Ferrari 
et :1.I. 1986>. using o-nitrophenyl '3-o-galactop>·ranosidc (0:SP0) as 
substrate. One unit of the enzyme activity (!\.lillcr unit) wa.s dcfined 
as thc amount of cnzyme h>·drolyzing t .nmol ONPG/min at 28 ~c. 
Acemte. propionatc. lactate and butanediol lc\"els were dctermincd 
b>· HPLC analysis. Thc scparation systcm consisted of a fast fruit· 
juice an.:il,.-sis column (7.8 x 150 mm. \Vaters. l\.tillipore Corp. 
l\.lilford. 1\.-lass.), packcd with sulfonatcd styrcnc divinylbcnzcnc 
resin. Elution was carried out isocratica.11>··· using 2.5 m~I H:S04 
solution as the mobilc pha.sc at ..a.o "C. and a ftow rate of 1.0 ml/ 
min. Thc compounds were dctectcd with a 41 O rcfractive-indcx 
detector (.\V.:itcrs. !'-.tilliporc Corp. "'lilford. ~lass.). 

Results 

l:\.lineral medium e·valuation 

1\.-Iost of the reports on the expression of the aprE gene 
ha .. .-e employed Schaeffer complex medium. Ho,vever .. in 
addition to the high cost of such medium. its use can 
mask sorne important effects of the manipulation of 
different environmental parameters on cell physiology 
and. in genero:il. on the ""·hole fermentation process. 
Therefore. for a good control of the en,·ironmental and 
physiologico:il conditions in B. subti/is fennentation 
processes. the use of a defined IT;tineral medium. supplied 
,,·ith a• unique carbon source. e.g. glucose (:\.l~lG) .. is 
highly desirable ( Pierce et al. 199~ ). On this basis~ a 
medium that could provide ali the necessary elements to 
obt:J.in 5 g cells from 10 2 .sztucose was desh.!ned (see 
1\.laterials -and methods>. '.~"i(h such a composition. the 
carbon/nitrogen ratio \Vas 5.5 and the limiting nutrient 
\\."<J.S C<J.rbon. 

To evaluate '3-galactosidase production under con­
trolled conditions (i.e. no oxygen-transfer limitations. 
nnd automatic control of pH and di:Bol...-ed oxygen). the 
BBSO..I. strain \.\"as cultured in l\1:'\.IG supplemented \Vith 
11.6 gil glucose using 1-1 batch fermentations Under 
these conditions. the specidc growth r:J.te dur!ng the 
exponential phase W:J.S o.~s h- 1 ( Fig. 1 ). From the me­
tabolites determined by HPLC. only acet:ite and }o\v 
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quantities of propionate ,,·ere detected ( Fig. 1 ). Ho,v­
ever. "'hile acetíc acid production reached its rnaximum 
at the onset of the su1tionary phase it \vas consumed 
la ter. The ;::'ld of the exponential growth occurred upan 
glucose de;:oletion. and corresponded to the onset of 
acetic add consumption. and a characteristic sharp de-· 
crease in O:. uptake and CO~ evolution rates. Such a 
sharp change ,,·as used far the on-line assessrnent of the 
stationary-phase onset .. ~fter acetate depletion. the O~ 
uptake and co~ evolution r::nes steadily decreased .. and 
the oxygen partial pressure increased above :?.0°/o. 

The J3-&3lactosidase production during exponential 
gro"·th cooprised around ..i.5°/o of the ma:"O.irnum. which 
was obtair.ed 3 h after the initiation of :he stationary 
phase <Fi~. 1 ). The n"laxirnum specific t3-g:alactosidase 
acthity \V:?.5 .:!O. l X lo"' L·/r:ig:pro1cin• It shculd be noted 
that. duri::g. the exponenti:.!l growth phase .. the volu­
metric enzy-:ne activity increased proportionally to bio­
mass conce:nr:ltion. This indica.tes that.. for ~1~1G. 
enzyrne p:-:..!uction is partfo.lly gro,vth-associated. These 
results cc:::r~st \vith the '"·ell-known b.!h:i.vior of the 
llprE gene .. that is. i:s ext=ression is rep:-es5ed during 

vegetative gro·wth in complex n1edium (Ferr:iri et al. 
1986, 1993). Furthennore. all fennenter cultures showed 
:i high initial specific 13-galactosidase activity as the in­
ocula used. originating from exponential cultures grov.;n 
in !\1~1G, exhibited a high specific enzyme activity . 

In all fermenter studies. a c:ood correlation bet,,·een 
cell concentration .. 0:? Uptake- 3nd CQ:? evolution \Vas 
observed· for the exponential growth phase (see Fig. J ). 
Such a correlation is useful in computerized control 
strategies. \vhere on-Iine nleasurements of biomass can 
be made ""'ithout culture sampling. lt should be noted 
that, during the 5tationary phase, a continuous decre­
ment of biomass \vas observed lFig. l ). Since this de­
crement '":as also observed at the level of protein 
measured in cell pellets (see Fig. 1 ), "'e attributed it to 
cellular lysis. This phenomenon ""ª5 observed during the 
first 3 h of the stationary pha5e .. with a specific first­
order lysis rate of 0.1l8 h- 1

• "·hich means that 30o/o of 
the cells ly5ed during this period . 

Schaetfer rnedium e,·aluation 

To corrobora te that the aprE expression obser•ed during 
vegetath·e growth. '\Vas not due tO a 5train property .. its 
behavior \vas analyzed in Schaeffer"s and r,.1MG medium 
at flask level. and the result5 are summarized in Fig. ~­
Befare glucose depletion. l"'º clearly distinctive gro-..,·th 
phases ·were observed far the culture performed "'ith 
!1.1!\.tG medium at flask sea le. Durin!! the first 6 h of the 
culture. a high gro\vth rate of0.36 h-1 '"'ª5 obtained. The 
second gro'\'\"th phase hada rate of0.09 h- 1 • The beginning 
of this second phase coincided \Vith the onset of propio­
nate production and aceta te consun1ption .. which, in turn .. 
·were probably caused by oxygen-transfer limitations. In 
Sc-haeffer·s medium, the BBSO~ strain produced only 
negligible quanti.ties of J3-g:alactosidase befare the onset of 
stationary phase and reached its maximum value around 
~ h after the initiation of the stationary phase. This be­
ha,ior is t)'Pical for aprE expression in complex n1edium 
CFerrari et al. 1986). In tt,irn. for M!\1G medium, the 
,.-otumetric actiYity of Jl-galactosidase increased early 
during the exponential phase of the culture. Upan glu­
cose depletion .. the specific J3-galactosidase activity had 
:?.lready reached 12 x I O" L~ /mgprotein~ which corre­
sponded to about 55 1X, of the maximum enzymatic ac­
:ivity obtained at the end of the culture (~l x 10"' U/ 
:ngpreotC'm>· Furthermore. the nlaximum specific J3-ga­
la.:tosidase activitv obtained in Schaeffer's medium. 
< l 6 X l O"' U/mgrro;ein) was around :!0% less than the 
maximurn specific activity obtained v~·ith the !\-1~-IG (see 
Fi2s. 1. ~). These results indicate that mediurn compo-
5.itÍon seems to be responsible far the observed aprE 
expressicn during exponenti::il g:ro·wt.h. 

Effect of initial gluco5e concentration 

!n previous experiments with the same strain. and in the 
::iresen.:;;;!' of initial hiuh concentrations of glucose in 
. - 36 
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1'.l~lG. acetic acid ·was never produced above 1 gil 
(unpublished observations). On this basi_s. it ""·as decided 
to evaluate in more detail ·whether·the initial glucose 
con..:entration had an effect On B. subtilis physiology and 
13-g:ilactosidase prcduction. To this end. se,:ernl batch 
fer.=:.ent::itions \ve:-e perfonned. and three initi;il glucose 
cor...:entrations \.ve:-e tested: 11 . .:::!6 and 30 gil. The results 
of these experime::.t.s are presented in Table l.. • .!\.s can be 
se~:l. in all condit!ons. the gro.,,,vth rute and cell yield 
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\.vere essentially the same. Likewise. the spedfi.c glucose 
and oxygen consumption rates remained relatively con­
stant at 0.9..i. g glucose (g cell dry weight)- 1h- 1 and 15 
mmol O.:: (g: cell dry '\\.·eight)- 1h- 1• During: exponential 
gro'\\.'th. cells maintained a constant specific p-galacto­
sidase activity. which was approximately 401Yo-60% of 
the maximum actb.-ity obtained in the stationary phase 
(data not sho\vn). lncrements in biomass (1.7-fold). and 
acetic acid production rate (2.5-fold) '\\.·ere observed 
"vhen th..: initial g:lucose concentration """ªs increased 
from 11 gil to 30 gil. Ho\\.'ever. the maximal J3-galacto­
sidase volumetric ilctivity was obtained at an initial 
glucose concentration of 26 gil. This value \\"ilS 3.1-fold 
higher than that of the culture with 11 gil of g:lucose. and 
13-fold higher if compared to the culture based on 
complex medium (see Fig. 2). In this set-of experirnents. 
during: the first 3 h of the stationary phase. cell lysis """ª5 
also obsen.·ed "vith a specific rate of lysis of O.QS h- 1• 

Reduction of cell lysis during the stationary phase 

The propensity to autolysis is a well-known property of 
B. subtilis. This is probably dueto the combined effect of 
glucose depletion (Jollifeet al. 1981) and the presence of 
monovalent cations (Svarachorn et al. 1989: Tsuchido 
1994). originating from the phosphate salts present in 
the ?\tll\..IG. 1\tloreover. it has been reported that the ad­
dition of an oxidizable carbon source to starved and 
lysing: cultures of B. subrilis prevents autolysis (Jollife et 
al. 1981). For this reason. glucose '"·as fed at the onset of 
the stationary stage to obtain the rnaximum biomass for 
heterologous protein synthesis. and to pre,,.·ent cellular 
lysis. The amount of glucose feed needed to maintain 
cellular integrity was determined from the specific glu­
cose consumption rate during the station<J.ry phase. Such 
a value corresponds to the rnaintenance coefficient. 
"vhich \vas 0.11 g glucose (g cell dry weight)-ih-1 • Fig­
ure 3 sho\vs a culture ""·here. at the onset of the stationary 
phase. g:lucose was added according to the calculated 
maintenance coefficien t. As can be seen. no significan t lysis 
"vas observed. since the cell concenu·ation remained rela­
tively constant at 5.69 ± 0.66 gil. Such an etfect is more 
evident ifthe protein content is considered .. a.:i it remained 
ata censtant value of 1.86 ± 0.1:! gil. In contrast to the 
cultures "vithout glucose feeding (see Fig. 1 ). the biomass 

T~blt? 1 Effect of ini:!;.?.¡ glm~osc 
cor...::ntration in mir..::·:!.l m.:d· 
iu~ :!iUppli:ml!ntcd "'vi:=. j:lucos= 
or:. ~:.:iichiom.:tric :in.! l.:.inctic 
pa:-.!::tctcr.s on thc 1-: :·crml!nter 
s.:::.: e 
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and protein concentration steadily declined after glucose 
depletion. from 5 . .:?6 to 3.55 g/I and from 2.08 to 1.34 gil 
respectively. Growth. g.lucose consumption. 02 uptake,. 
C02 evolution, dissolved oxygen and J3·galactosidase 
patterns during the exponential grow·th phase '"'ere similar 
to those of other batch cultures. However. after 17 h of 
cultivation. the maximum volumetric acth·ity obtained 
was 53 x 104 U/mi. This Jevel \vas 96o/o higher than the ene 
obtained in batch cultures. \\'ith a similar initial glucose 
concentration and ""'ithout glucose feeding during the 
stationary phase (see Table l. line 1). At the end of the 
culture,. the total glucose consumed (i.e. initial concentra­
tion plus the amount fed during the stationary phase) was 
15.1 g (Fig. 3). 

Figure 3 also shows that the o, uptake and CO, 
evolution rates sharply decreased after g.lucose deple­
tion. but partially recovered u pon glucose feeding .• U pon 
acetate depletion. at 15 h. both rates decreased and the 
dissolved oxygen increased ste:idily .. ~s in batch cul­
tures. the o~ uptake and co~ evoluti~n .rat~s p~~vided a 
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cood indication of biomass concentration during the 
Cxponential gro,,"th phase. 

Discussion 

The effect of 2ro,,·1h conditions on carbon utilization .. 
organic acid b-;·-product formation and gene expression 
in B. subtilis strains using continuous cultures has been 
documented recently (Snay et al. 1989;· Rincón et al. 
1994; Vierheller et al. 199:5). Furthermore. the im­
portance of asporogenous mutants for fed-batch and 
cont.inuous fermentation of B. subtilis strains has been 
reported lPierce et al. 199.::?: Oh et al. 1995). In this re­
port,. the effect on J3-galactosidase production. in a re­
combinant B. subtilis strain .. of mineral medium .. initial 
glucose concentration and glucose feeding during the 
stationary phase~ ,,·as explored. Con1pared to a pro-

. duction processes based on compl~x n1edium. the use of 
defined n1ediuril supp_lemented \vith ~6 gil of glucose .. 
iillo,ved a 13-fold increase!· in the ¡3-galactosidase '\"Olu­
metric activitv. Centran.- to \\·hat has been observed in 
other B. subriiis strains <Í>ark et áL 1992: Vierheller et al. 
1995). in the presence of high gluco.se concentrations. the 
BBSO~ strain did not produce excessi'\'e amounts of 
acetic acid that could inhibit growth or protein pro­
duction. This is probably due to the degC.:321 Hy) mu­
tation. lt is kno\\·n that strains can;.·ing this mutation 
(originally narned sacl./')~ in addition to overexpressing 
extracellular enzymes. are capa ble of sporulation in rich 
medium or in mineral medium containing casein hy­
droh·sate o.nd S?.lucose excess (Kunst et al. 1974). 

To our kno'-vledS?e .. this is the first time that the ex­
pression of the aprE gene has been detected during ex­
ponential gro"·th. at such a high Jevel .. ~t this point~ no 
explanation for such a phenomenon is available. Ho,v­
ever .. similar behavior has been observed for the pro­
duction ofthe neutral protease in B. nJegareriwn. In that 
case. neutral protease v~·as synthesized throughout the 
!'.!I'O\'\"th C\'cle in minimal medium .while. in complex 
medium. Ít "·as repressed during growth <Priest 1977). 

The specific le\"el of ¡3-galactosidase obtained in this 
\\"Ork (10.1 x 104 U/mgpro•einl is 90-.. :?8- and .2.7-fold 
higher than the higher le\"els reported by Pierce et al. 
(! 99.::?). Park et al. (! 99.::?J. and Ferrari et al. ( 1986). 'Ve 
consider that these differences are due to the combina­
tion of i!enetic manipulations as ''"ell as to variations in 
culture Conditions. 

Finalt~·. O~ uptake and CO~ evolution kinetics al­
lov.:ed the on-line determination of glucose depletion. 
the onset of the suitionary phase. and biomass estima­
tion during exponential gro\\·th. Such behavi'?r ~ould be 
useful for automating the process and estabhsh1ng con­
trol strate~ies for substrate feeding during fed-batch 
c-:.iltures. 

~~f;;~~·¡~:::~~!~ll~~k~~~::;--~:~11",,?;· ,:~:1~ ti~~:~:o ~~ t~;~t 
E.. F'i;:rr:iri rOr his nÜmcrous sus~~stions oind .:omml!nts. Financial 
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B%PEJU'RODUCC%0N DE S-~S%DASA DE 
~•che:r1cl21a coi1 EN Bac1iiu• •ubC1i1• 

A1:1!redo. llartínez:', Octav:i.o '.l.'. Ram:l:r•z:" y Fernando Va11•'* 
'Opto. de Biol.ogía Mo1ecul.ar. 2Dpto. de Bioingeniería 
:cnstituto de Biotecno1ogía. 
Universidad Naciona1 Autónoma de México. 
Apdo. Post. 510-3, Cuernavaca, Mor., 062271, México. 

La enzima l.actasa (S-D-ga1actosidasa ga1actohidrol.asa E.C.3.2.1.23) 
de Escherichia coJ..i ofrece ventajas para su apl.icación en 
a1i=entos. Sin embargo, debido a que esta bacteria no tiene e1 
estatus GRAS (Genera1 Recognized as Safe), 1a 1actasa proveniente 
de E. coJ..i no se uti1iza en e1 procesamiento de a1imentos. 

Por otra parte, BaciJ..J..us subt;iJ..is tiene un amp1io historia1 como 
organismo GRAS y recientemente se ha emp1eado para 1a producción de 
proteínas heteról.ogas. Por esta razón, nuestro grupo decidió 
eval.uar 1a sobreproducción de 1actasa de E.coJ..i en BaciJ..J..us 
subt;i:Lis. 

Para 1ograr esta sobreproducción, se uti1izó 1a región de control. 
de1 gene aprE que codifica para la proteasa subtilisina. Esta 
región de control ha sido estudiada ampl.iamente y uti1izando 1as 
cepas y mutaciones adecuadas, es posible obtener a1tos niveles de 
expresión de genes heterólogos. Otra ventaja del uso de este 
sistema es que no se requiere de la presencia de ningún inductor 
para la expresión de este gene. 

A nivel matraz y utilizando un medio de cu1tivo complejo, se 
1ograron obtener 160, 000 U Mi11er de S-gal.actosidasa por mg de 
proteína. Mediante el. disefio de un medio de cul.tivo mineral. y 
util.izando técnicas de cultivo al.imentado, se logró incrementar 
significativamente l.a biomasa y el. nivel. de actividad enzimática. 
En este trabajo se presentan 1as estrategias genéticas para obtener 
ur..a cepa estab1e de B. subt;iJ..is sobreproductora, así como las 
metodol.ogías de fermentación para incrementar la biomasa y la 
actividad enzimática. 

%NTRODUCC%0N 

La enzima lactasa se util.iza para disminuir e1 contenido de lactosa 
en diversos productos 1ácteos de la industria alimentaria. Esta 
aplicación exige que l.a enzima provenga de un microorganismo 
genera1mente reconocido como seguro (GR.AS), o bien que se obtenga 
:¡;::or medio de un proceso GRAS. En l.a actual.idad, l.as enzimas 
provenientes de K:Luyveromyces :Lactis y A.spergi:L:Lus niger son 
u-:::il.izadas para éste fin (Nijpel.s, 1982) . Sin embargo, l.a l.actasa 
Ce éstos mic~oorga.nis~os no es 1a mas adecuada para algunos 

l. 41 



procesos. Esto se debe a que l.os parámetros ÓRtimos para l.a l.actasa 
de A. niger son: pH de 3 . 5 a 4 . 5 y tempera tura de 5 s•c. Para l.a 
l.ac tasa de K. J..ac t:is son pH de 6 . 5 a 7 . O y tempera tura de 3 7ºC. La 
S-gal.actosidasa de E. coJ..i a diferencia de l.as l.actasas obtenidas 
de hongos, presenta pH y temperatura óptimos que son adecuados para 
l.a hidról.isis de 1actosa en l.eche y en suero dul.ce (6.6-7.5 y ss•c, 
respectivamente), y a diferencia de l.a 1actasa proveniente de 
KJ..uyverom.Yce.s Eragil.i.s, es muy establ.e a temperaturas mayores a 
30ºC (Morisi et: aJ.., l.972; Nijpel.s, l.982). Sin embargo, esta úl.tima 
por provenir de una bacteria no GRAS, no ha sido uti1izada en la 
industria alimentaria. 

Una manera de faci1itar l.a aprobación de l.a l.actasa de E.col.i para 
su uso en a1imentos sería producirl.a en un organismo GRAS. En este 
sentido, B.subt:iJ..is es un sistema interesante ya que es GRAS (de 
Boer y Diderichsen, l.991.) y es util.izado en diversos procesos 
comercial.es (Arbige y· Pitcher, l.989.). p·or o"tra parte, B. subt:iJ..is 
ha demostrado ser un buen sistema para l.a producción de. proteínas 
heteról.ogas. En este sentido, se puede decir que l.a mayor 
producción de proteínas heteró1ogas que se obtienen a partir de 
fermentación, proviene de procesos que uti1izan al.gún miembro del. 
genero Bacil.J..us (Arbige y Pitcher, l.989). Este exito de BaciJ..J..us se 
basa en 1a arnpl.ia experiencia acumu1ada por l.a industria a través 
de l.os ar.tos y a1 gran avance l.ogrado en su manipul.ación genética 
(Zukowski y Mil.1er, l.986). Cabe señal.ar que después de E. col.i y 
Sacharom.Yces cereviseae, B. subt:il.i.s es el. microorganismos del. cual. 
se posee un mayor conocimiento genético. 

En e1 presente reporte se uti1izó 1a región de control. de1 gene 
aprE para sobreexpresar e1 gene 1.acZ de E.col.i. E1 gene aprE de B . 
.subtiJ..is codifica para l.a enzima subtil.isina, l.a cual. es util.izada 
ampl.iamente en l.a el.aboración de detergentes. En un proceso de 
fermentación industrial. típico para l.a producción de esta enzima 
por fer=entación, se usan cepas sobreproductoras con diversas 
mutaciones, que aumentan 1a expresión de1 gene aprE. Con estas 
cepas y técnicas adecuadas de fermentación, ha sido posibl.e obtener 
concentraciones de al.rededor de 20 g por l.itro de subtil.isina 
(Zukowski, l.992). Debido a l.o anterior, diversos grupos han 
uti1.izaC.o 1a regi6n de con.troi de1 gen.e aprE para sobreproducir 
proteínas homól.ogas y heteról.ogas en B. subt:il.is (Kunts et a.1., 
l.974; Zu.°.<:owski y Mil.l.er, l.986; Pierce et: al., l.992) . Tal. interés 
comercial de este sistema, ha impu1sado diversas investigaciones 
básicas .sobre l.os mecanismos de regu.l.ación del. gene aprE. En l.a 
actual.iea::i, esta región de contro1 es l.a mejor estudiada en 3. 
subci.1.is (Higerd et: a.1., l.971; Ferrari et a.1., l.986; Ferrari et: a1., 
l.988) . =:::.. gene ap.rE presenta un sistema de .regul.ación compl.ejo 
(Vall.e _ Ferrari, l.989; Strauch y Hoch, l.993), ya que existen 
varias :¡;:=:-:::>teínas que actúan como regu.l.adores negativos. (Hpr, Sin y 
AbrEl y =tras como regul.adores positi·.ros (DegU, DegR, DegS y DegQ, 
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figura 1) . Este conjunto de regu1adores ocasiona que en medios de 
cu1tivo comp1ejos, e1 gene aprE inicie su expresión a1 fina1 de 1a 
fase exponencia1 de crecimiento, especia1mente en 1a fase de 
transición entre e1 crecimiento exponencia1 y 1a fase estacionaria. 

Adiciona1mente, es conocido que 1as manipu1aciones genéticas 
rea1izadas con e1 fin de sobreproducir proteínas heteró1ogas 
frecuentemente inducen efectos p1eiotrópicos. De manera que e1 
contro1 de1 proceso de fermentación no es trivia1. Por otro 1ado,en 
cu1tivos de "a.l.ta" densidad cel.ul.ar n.o se 1.ogran adecuados nive.l.es 
de producción y/o productividad de 1a proteína heteró1oga ·(Park et 
a2, 1992; Yee y B1anch, 1992). Comúnmente, 1os efectos p1eitrópicos 
tienen su impacto en diversos parámetros de 1os proceso de 
fermentación ta1es como: 1os rendimientos biomasa-substrato y 
producto-substrato, y 1a conversion de1 substrato en metabo1itos 
tóxicos como 1os ácidos orgánicos. 

En virtud de 1o mencionado, se decidió 11evar a cabo un estudio 
integra1, considerando aspectos de ingeniería genética, fisio1ogía 
microbiana e ingeniería de fermentaciones, con e1 fin de 
sobreproducir 1a enzima S-ga1actosidasa de E. co2i en s: subci2is. 

La estrategia para 1ograr 1a sobreproducción de 1a 1actasa de 
E.co:Zi, consistió en construir una fusión transcripciona.l. y 
traducciona1 entre 1a región de contro1 de1 gene aprE y e1 gene 
2acz de E.co2i. Por otra parte, para evitar 1a inestabi1idad de 1os 
p1ásmidos recombinantes (Bai1ey, 1991; Shoham y Demain, 1991), se 
decidió integrar e1 sistema de expresión en e1 cromosoma de 
B.subci2is. Por ú1ti.mo, para aumentar 1a transcripción a partir de 
1a región de regu1ación de1 gene aprE, se uti1izaron 1as mutaciones 
hpr2 y degU32 (Hy) • 

Para rea1i:ar 1o anterior, se uti1izaron dos cepas parenta1es, 1as 
cua1es tienen de1etado e1 gene de 1a proteasa neutra de B. subti2is 
(gene nprE), y cuya diferencia radica en que una de e11as tiene 1a 

mutación 1:pr2 en e1 regu1ador negativo Hpr. En primera instancia, 
en ambas cepas parenta1es, mediante transformación se rea1izó 1a 
integracién en cromosoma de1 g~ne 2acz. La se1ección de 1as 
transfo=tes se real.izó en ca::¡as Petri conteniendo medio Skim 
Mil.k (DIFCO) con cl.oranfenicol. (5 µg/m1) y X-gal. (5-bromo-4-cl.oro-
3-indol.i1-B-D-ga1actopiranosido) . Se sel.eccionaron aquel.1as 
co1onias capaces de crecer en presencia de1 antibiótico y que 
además ~cstraron col.oración azul.. Posteriormente, mediante 
transducc.:.¿n genera1izada, se transfirió 1a mutación degU32 (Jf:Y}. 
Estas dos mutaciones (hpr2 y degU32(Hy)) ocasionan l.a sobre­
expresion C.el. gene aprS: ( Ferrari et a2, 1993) y en este caso del. 
gene :Zacz. En .l.a :.::..gura 2 se muestra un rest.Unen de .l.a estrategia 
genética e....-,;>l.eada así como l.a nomencl.atura de 1as cepas. 

3 43 



Los medios de cuJ.tivo utiJ.izados se presentan en J.a tabJ.a J.. La 
evaJ.uación inicia]. de J.a producción de S-gaJ.actosidasa en J.as cepas 
modificadas genéticamente se J.J.evo a cabo en matraces Fernbach de 
:2.8 L, con un voJ.umen de operación de 500 .mL y utiJ.izando un medio 
comp1ejo (Schaeffer ec a2, 1965; Schaeffer, 1969). 

La estrategia en eJ. área de J.a ingeniería de J.as fermentaciones, 
·fue inicia1mente J.a formu1ación de un medio minera]. supJ.ementado 
con gJ.ucosa corno fuente de carbono (TabJ.a 1). Dicha formuJ.ación se 
rea1izó en base a J.a composición ceJ.uJ.ar de B. subci2is (DettwiJ.er 
ec a2; 1993) y a J.os eJ.ementos traza uti1izados en eJ. medio 
Schaeffer. 

La biornasa se determinó midiendo J.a densidad óptica a una J.ongitud 
de onda 600 nm y se convirtió a peso seco mediante una curva de 
caJ.ibración. La proteína ceJ.uJ.ar se determinó por eJ. método de 
Lowry ec a2 (1951) y J.a actividad enzimática mediante eJ. método de 
MiJ.J.er modificado (199:2), utiJ.izando corno substrato ONPG (o­
nitrofeni1-B.-D-gaJ.actopiranosido). La actividad enzimática se 
reporta en unidades Mi1J.er, definidas como J.a cantidad de enzima 
que produce un nanomoJ. de ONP por minuto a 28ºC. La· gJ.ucosa se 
determinó mediante un anaJ.izador enzimático (Kodak Ektachem DT60 
:r:r) . 

La evaJ.uación de J.a cepa sobreproductora se reaJ.izó en un 
fermentador BioLafitte controJ.ado automáticamente por computadora. 
EJ. vo1umen iniciaJ. de operacion fue de J. L, J.a temperatura se 
controJ.ó a 37ºC. E1 pH se ajustó automáticamente a 7.0, mediante J.a 
adición de NaOH 2N o H,Po, 2N. La presión parcia]. de oxígeno 
disueJ.to se mantuvo por arriba deJ. 20% variando 1a veJ.ocidad de 
agitación. La veJ.ocidad iniciaJ. de agitación fue de 600 rprn y J.a 
aireación de J. vvrn. 

Con e1 objetivo de caracterizar J.a producción de S-gaJ.actosidasa en 
función de 1a veJ.ocidad específica de crecimiento, se eJ.igió J.a 
estrategia de cu1tivo a1irnentado exponencia1rnente. En este tipo de 
cuJ.tivos, J.a ve1ocidad específica de crecimiento se puede controJ.ar 
mediante eJ. suministro dosificado de un determinado· nutriente. En 
nuestro caso particuJ.ar, eJ. substrato J.irnitante fue J.a gJ.ucosa, J.a 
cua1 se mantuvo a una concentración constante debajo de1 J.írnite de 
detección, es decir que se evitó su acumuJ.ación. La descripción 
deta1J.ada deJ. cuJ.tivo a1imentado exponencia1rnente, utiJ.izado en eJ. 
presente trabajo, se encuentra descrito en Yee y B1anch (J.99:2). La 
concentración iniciaJ. de gJ.ucosa, proveniente de1 inócuJ.o, fue de 
aproximadamente O. 6 g /L. A J.as dos horas de iniciada J.a 
fe:r:r.entación, se inició J.a aJ.irnentación de gJ.ucosa concentrada (con 
concentraciones que variaren de 40 a 500 g/L), mediante una bomba 
autc.:nática (MasterfJ.ex) conectada a la computadora. La alimentación 
de gJ.ucosa se detuvo cua..~do ésta empezó a acumuJ.arse en eJ. medio a 
concentraciones mayores de 1 g/L, indicando eJ. inicio de J.a fase 
estacionaria de1 cu1ti~.ro. Los c::.1tivos se monitorearon Y 
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control.aron por l.o menos 6 horas después de iniciada l.a fase 
estacionaria.La vel.ocidad específica .de crecimiento se cal.cul.o a 
partir del. incremento en l.a masa cel.ul.ar total. tomando en 
consideración el. cambio de vol.umen durante l.os cul.tivos 

ll:va1uac~6n en Med~o Schaerrer. 
En l.a figura 3 se presenta l.a cinética de producción , para l.as 
cuatro cepas de B. sub~.i.J.i.s productoras de B-gal.actosidasa, en 
medio Schaeffer. Así mismo, en l.a tabl.a 2 se presenta un resumen de 
actividad y productividad máxima de B-gal.actosidasa al.canzada por 
l.as mismas cepas. Se observa que l.a máxima actividad específica se 
obtuvo entre l.as 7 y 10 horas de fermentación. Con l.a mutación hpr2 
(cepa 88802) se produjo un incremento en 1a actividad específica de 
aproximadamente\ 3 veces respecto a 1a cepa si1vestre.BB801. con 1a 
:mutación degU32 {rfY) (cepa 88803 l · se iogró un incremento de 
al.rededor de 18 veces en 1a actividad enzimática, y en conjunción 
con 1a mutación hpr2 (cepa 88804), se obtuvo un incremento de 
actividad específica de aproximadamente 43 veces (Tab1a 2) . La 
actividad y productividad específica máxima obtenidas con 1a cepa 
88804 . fueron de 165, 00.0 U/mg,roe., y 20, 600 U/ (mg_.

0
e. /h) , 

respect~vamente. 

ll:va1uac~6n en med~o der~zU.do. 
En cu1tivos 1ote real.izados con medio mineral. y sup1ementados con 
10 g/L de gl.ucosa inicial., se determinó que l.a ve1ocidad específica 
de crecimiento en cul.tivos l.ote de 1a cepa BB804, fue de 0.413 h-' ± 
5.08%. El. rendimiento de biomasa respecto a gl.ucosa consumida fue 
de O. 451 g 0 ,.,....,. I gª'"""""" ± 5. 05%. Con estos datos cinéticos y 
conociendo 1a concentración de g1ucosa en 1as sol.uciones usadas 
para 1a al.imentación ( 1as cual.es variaron entre 40 y 500 g/L de 
gl.ucosa), fue posib1e establ.ecer perfil.es predeterminados de 
a1imentación de gl.ucosa de acuerdo a Yamane y Shimizu (1984); y Yee 
y Bl.anch ( 1992 > • 

La figura 4 muestra 1a cinética de formación de biomasa de 1a cepa 
B8804 (panel. A), l.a concentración de g1ucosa en el. medio de 
fermentación (panel. Bl y l.a actividad vo1umétrica (panel. C) , 
obtenidos en cul.tivos a1imentados exponencial.mente con vel.ocidades 
específicas de crecimiento que variaron de O. 069 a O. 362 h-'. 

Como puede observarse en l.a figura 4A 1a vel.ocidad específica de 
crecimiento se contro1ó adecuadamente durante l.a etapa de 
crecimie..~to exponencial., de acuerdo a l.a tasa de di1ución 
predete=U.nada ( Tabl.a 3) . El. término de 1a fase de crecimiento 
exponencial. o l.a iniciación de l.a fase estacionaria del. cul.tivo, 
fue dete=inada e.~ forma si.rnul.tánea e independientemente, tomando 
en consideración dos parámet=os distintos: 1) Cuando l.a biomasa no 
se incre:r~ntaba (:igura 4Al aunque todos l.os nutrientes mineral.es 

·del. cul. tivo estuviesen en exceso, o bien: 2) Cuando l.a gl.ucosa 
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empezaba a acumul.arse en el. medio de cul.tivo (figura 4B). .Ambos 
parámetros indican un cambio en el. metabol.ismo cel.ul.ar y en 
consecuencia, una reducción en l.a vel.ocidad de consumo de gl.ucosa. 
A1 momento de observar consistentemente estas dos características, 
se suspendía l.a al.imentación de l.as sol.uciones de gl.ucosa 
concentrada. Como consecuencia del. interval.o de tasas de dil.ución 
estudiadas y de l.os patrones de comportamiento de l.as 
fe~entaciones, l.os tieit"pos de proceso variaron consideral:>l.emente. 

Como se muestra en l.a figura 4C, se observó una fuerte respuesta a 
l.os vel.ocidad de crecimiento impuesta al. cul.tivo, l.ográndose l.os 
mayores títul.os de actividad enzimática a l.a mayor vel.ocidades de 
crecimiento eval.uada (0. 362 hº'l. A vel.ocidades de crecimiento 
menores de l.a mitad de l.a vel.ocidad específica de crecimiento 
obtenida en cul.tivos l.ote, l.a producción de S-gal.actosidasa 
disminuyó considerabl.emente. De esta manera, en comparación con l.a 
actividad vol.umétrica obtenida con l.a .cepa hiperproductora BB804 en 
medios compl.ejos, se l.ogró incrementar l.a actividad vol.umétrica 5 
veces util.i:z:ando el. medio mineral. supl.ementado con gl.ucosa a una 
vel.ocidad específica de crecimiento de O. 362 h"1 

( tabl.a ~) . 

En concl.usión, l.os datos presentados en este artícul.o demuestran 
que es ·posibl.e sobreproducir l.a enzima l.actasa de E.co2i en 
B • .subt:i2is, util.izando un medio químicamente definido y operando 
cul.tivos al.i=entados a una vel.ocidad de crecimiento cercana a l.a 
vel.ocidad obtenida en cul.tivos l.ote. 
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Figura l. Control de la expresión del gene de la subtilisina de B. subtilis. 
(-) Reguiadores negativos. ( +) Reguladores positivos. 
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11prE. ltisA 

Bncillus s11hti/is 

D082 

11prE, ltpr2, hisA. 

1 TRANSFORMACION 1 
00801 00802 

11prE. hisA. /acZ C111R 11prE. h¡>r2. his.A. /acZ. C111R 

1 TRANSDUCCION GENERALIZADA 1 
881103 881104 

11prE. lacZ CmR. degU.32(Hy) 11prE, ltpr2, lacZ CmR. úegU32(Hy) 

Figura 2. Estrategia genética y nomenclatura utilizada para la 
construcción de cepas de B. subrilis productoras de 6-galactosidasa. 
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•MATRAZ •FERMENTADOR 

.MEDIO "SCHAEFFER" [g/L] MEDIO [g/L] 
MINERAL 

CALDO NUT~ITIVO 8 
MgS04.7H20 0.125 (NH4)2S04 4 
KCl 1 KzHP04 5.3 
Na:?S04 0.372 KH2P04 6.4 

[mg/L] MgS04.7H20 0.4 
MnCh 0.198 [mg/L] 
FeS04.7H20 0.278 MnCb 5 

CaCb 40 
FeS04.7H20 30 

Tabla l. Composición de los medios de cultivo empleados. 
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• BBSOl: nprE. hisA. foc:Z. CmR 
• BB802: nprE, hpr2. hisA, lac:Z. CmR 
* BB803: nprE. lacZ. CmR, degU32(Hy) 

BB804: nprE. hpr2. lacZ, CmR. 
degU32(Hy) 

nempo(h) 
8 10 

Figura 3. Efecto del fondo genético sobre la producción B-galactosidasa. 
Cinética de producción a nivel matraz en medio Schaeffer. 
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CEPA I GENOTIPO Actividad Actividad Productividad 
Baci11".s subtilis específica Relativa Específica 

llláxima Respecto 

(U/mgPROT) a la Cepa U/(mgPROT h) 

miles BB801 miles 

BB801 4.0 1 0.5 
nprE, hisA, /acZ, CmR 

BB802 11.2 2.8 1.6 
nprE, hpr2, hisA, lacZ, CmR .. 

BB803 67.0 17.7 6.7 
nprE, lacZ, CmR, degU32(Hy) 

BB804 164.8 43.3 . 20.6 
nprE, hpr2, lacZ, CmR, degU32(Hy) 

Tabla 2. Resumen de la evaluación del efecto del fondo genético sobre la 
producción de 6-galactosidasa. Evaluación a nivel matraz en medio Schaeffer. 
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Velocidad Tasa de Actividad Actividad Tiempo *Actividad 
Específica de dilución Específica Total al cual se Relativa 
crecimiento predeter- Máxima Máxima obtiene 

experimental minada (U/ (U) la 
(l/h) (1/h) mgprotefnii) Millones máxima 

Miles actividad 
(h) 

0.362 0.347 192.628 288.956 15 5.02 
0.185 0.173 5.113 7.033 26 0.12 
0.105 0.116 3.012 15.736 31 0.27 
0.069 0.058 6.780 69.244 75 1.20 

*Actividad relativa respecto a la actividad total obtenida en medio Schaeffer con 
la cepa BB804: nprE-hpr2-lacZ-CmR-degU32(Hy). La actividad total (U Miller 
máximas), considerando 1 L de volumen de fermentación y la cantidad de 
proteína producida como biomasa en el medio Schaeffer, fue de 57 .5 millones de 
U Miller. 

Tabla 3. Comparación de actividad enzimática obtenida a diferentes tasas de 
dilución con la cepa BB804. Evaluación a nivel fermentador con medio mineral 
suplementado con glucosa. 
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Figura 4. Cinéticas de cultivos alimentados exponencialmente. Evaluación a nivel 
fermentador con medio mineral suplementado con glucosa. Cepa BB804: nprE. 
hpr2, lacZ. CmR, de:;¡U(Hy)32. 
Velocidad específica de crecimiento experimental (1/h): 
0.362 (C ): O.IS5 ( .. ); 0.105 (0) ;0.069 ( .). 
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VI RESUMEN DE RESULTADOS Y DISCUSION GENERAL 

Aún cuando B. s11btilis ha sido ampliamente utili?.udo pw·a la pmduccMn industtiul de 

enzimas (A1·bige Y. Pitcher. 19H9). y que industrialmente se produce U-galuctosidasa pmveniente de 

algunus especies de A.,pe1-,:il/11s y de levaduras. existe poca informucitín publicada concemiente u lu 

p1·oducción de dicha enzima (Bailey y Linko. 1990) y sobre el efecto que tiene lu estrategia de 

alimentación "obre la producción de enzima.~ en H. su/Jti/i.,·. Además. lu capuciduc.I e.le H. su/Jtilis pura 

producir dicha enzima prácticamente no hu sic.In explorac.lu. Mus aún. la revisión e.le la literatura 

(Capítulo e.le Antecedentes e.le este reporte) muestra que en general se han reulizuc.lo dos esfue1-.r.<>S por 

kpan1do para estudiar la producción de enzimas (principalmente subtilisinu) regulada..~ por tu región 

de contt·ot del gene aprE. El prime1·0 de ellos. el de biología molecutw·. con énfasis en tu.~ relaciones 

entre la expresión-regulación del gene aprE y el proceso de esporuluciún en B. s11btilis. donde lu 

consn-ucción de cepas es el objetivo p1io1itwio. pero las condiciones ambientales (medio y 

condiciones de cultivo) prácticamente no son tomadas en considen1cMn. El segundo de ellos. el de 

fennentación. donde han sido estudiadus vwias esn·ategias ambientales para estudiw· e incrementw· la 

producción de subtilisina. pero donde se utili>".an cepas poco cw·acteti?.adas. desde el punto de vista de 

regulación genética del gene aprE. y con bajos niveles de producción específica. En pw-ricut:.u· 

únicwnente los estudios de Pien;e <'tal ( 1992). Rincón <'tal ( 1994) y Oh <'Tal ( 1995) hWl considerado 

wnbos aspectos en relación con la producción de proteínas expresadas a u·avés de la región e.le 

regulación del gene aprE. 

Por otro lado. aún cuando· las est..r' •. lteg:ias <..liseñaUa...tit ah*CUeUor Ue la regulación lle nitrlígenn. 

azuti·e o fúsforo. a nivel <.Je fe1mentachln no han recibido mucha atencilln. las estrategias basudas en Ja 

adición e.le la fuente de cUJ·bono son 1-utinariu.~ en E. coli y levaduras. Sin embw·go. dicha.~ esu·utegius. 

basadas en la adición de las fuente de carbono. son contadas y relativwnente recientes. pw·u el cuso e.le 

B. s11btilis (Kai et al. 1992: Purk et al. 1992: Cayuelu et al. 1993: Oh et al. 1995). El hecho de que 

varios investigadores hayan reponudo que el nivel de producción de proteasas en Bacil/us se 

incremente al mantener una velocidad de crecimiento menor c.lunmte la fase de crecimiento 

exponencial y/o al imponer un esn"és metabólico mediante Ju limituciún de algún nuttiente. y por lo 

mencionado ::!'n Jos párrafo!" :interiores .. ..:orno parte fundamental Lle este proyecto se plantel; el conocer 
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la n:spuesta de una cepa recombinunte de B. subri/is (de la cual se tiene un conocimiento 

relativamente :unplio del sistema de regulacillll del gene uprE y está especificada como sobre­

producto1-a de B-galactosidasa) a la esu·ategia de cultivo alimentado exponencialmente (donde el 

control de las condiciones :unbientales es fundamental). basada en la alimentaci,)n y limitación de la 

fuente de cai·bono. en particular por glucosa en 1nedin 1ni11eral. A continuación se presenta un 

1-esumen y análisis de los resultados obtenidos. en funciún de los objetivos planteados en la seccilín 

m. 

Vl.1 Preparación de un banco de células 

La aparición de vai;antes con diferente morfología de colonias (Rod.-íguez, 1995). o con un 

nivel reducido de producción de proteínas heterólogas. es un fem>meno obse1-vado frecuentemente 

con microorganismos recombinantes. No obstante que las mutaciones están integ1-adas en 

cromosoma. en nuestro lab01-atodo se ha obse1vado que después de subcultivai· cepas de B. subrilis. 

que contienen las mutaeiones hpr2 y degU32(Hy). se obtienen con una frecuencia vai;able colonias 

con una morfología diferente y con un nivel reducido de exp.-esk'in del gene aprE (Valle F. 

comunicación personal). Para evitar esta fuente de variación. se prepar6 un banco de viales 

congelados a partir de la cepa BB804 recién construida (Bolaños. 1994) y evaluada en medio 

Schaeffer (Wung. 1992). La cepa fue cultivada en el medio mineral (cuya composición está descdta 

en la secci,)n X.9) suplementado con 10 g/L iniciales de glucosa. hasta alcanzar una densidad óptica 

de 5. lo cual corresponde a la 1nicad del creci1niento exponencial en este medio. Se agregó glicernl 

estédl. como crioprotector. en cantidad suficiente para obtener una concenu-uciún igual a 11.5 'ir 

(VN). Los viales se congelaron inmediatamente en hielo seco y fueron almacenados en niu·úgeno 

líquido. Estos viales fue1·on utilizados como semilla para desan-nllar los inóculos a nivel mau-a:I'- Para 

evaluar la calidad de estos viales y detel'1ninar si era necesm;o preparar un nuevo lote. se evaluó la 

actividad específica de B-galactosidasa que tenían los inóculos cuando llegaban a una densidad llptica 

de 5. Como puede observarse en la figura V.I.l dut-ante los p1;meros 14 meses de almacenamiento. 

que fue el tiempo durante el cual este banco fue utilizado pai-a los cultivos lote y cultivos alimemado.s 

:.-eportados en este trabajo. la cepa se mantuvo estable en cuanto a los niveles de p1·oducci6n de 13-
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glllactosidasa, obteniéndose en promedio una actividad específica de .135. 900 U/mgr.ar• con un 

coeficiente de variación del 19%. No obstante. si se consideran los datos obtenidos en el transcurso de 

los 36 meses presentados en la figura V.l.l. se obtiene en promedio. 127, 310 U/mgr•ar con un 

coeficiente de vwiaciún del 24'if-. lo cual indica una tendencia a disminuir la actividad específica a 

p:ll"tir de los 22 meses de ahnacenamiento. Mee.liante una prueba t de Stmlent {suponiendo varianzas 

desiguales). el promedio de la.~ actividades obtenidas durante los primeros 14 meses fueron 

compaJ-ados con el promedio de la.~ actividades obtenida.~ de los 22 a los 36 meses. El valor de la t 

calculada fue mayor que el de t de tabla.~'. para 1 1 grados de libertad y un nivel de confianza del 99'if-. 

lo cual indica que los valores de actividad obtenidos de los 22 a los 36 meses son significativamente 

menon:s que los obtenidos durante los p1imerns 14 meses. En consecuencia. se decidió m\ seguir 

utilizando la cepa con fines de investigación después de 22 meses de almacenamiento en nitrógeno 

líquido. 
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Fii=ura V.1.1 Efecto del almacenamiento sobre la actividad específica de U-galactosidasa. 

AJmacenantiento en N, líquido, utiliuindo glicerol como crioprotector. Cepa de 

B. subtUis 88804. 
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VI.2 Efecto del medio de cultivo y evaluación de la capacidad de producción de H­

¡:alactosldasa por B. s11btilis. 

P:u-u llev:u· a cabo el objetivo pdncipal. planteado en la intnxluccilln y en la parte inicial de 

esta <.lisc1:1si,ln general. en pritner lugar se diseño un meLlio Ue cultivo 1ninerul suple1nentaUn con 

glucosa. Con el fin de <.:aractedzar la capacidad de pnxlucciún de L\-galactosida.-;a por la cepa BBX04 

de B. suhtili.• recombinante. dicho medio fue evaluado en cultivos lote a nivel feranentmJnr. Así 

mismo dicha evaluación sirvió pai-u obtener la velrn.:idad específica de c.recimiento promedio durante 

la fase de crecimiento exponencial y el valor i.Jel rendimiento bioma.-;a/glucosa (Y"") de la cepa 

BB804 con el medio mine111l. el cual es necesado para diseñai• los cultivos alimentados 

exponencialmente de acuerdo a la ecuación 9 (sección IV.4). Los resultados obtenidos. pai·a esta parte 

del u-abajo, son presentados en las figu1·as del apéndice X. JO de este reporte y en las_ figuras l a 3 del 

manuscdto: lmprovement of culture conditions to overproduce L~-galactosidase from E.•cherichia coli 

in Bacillus subtilis. Las tablas VI.2.1 y VI.2.2 muesu-a un resumen de los resultados obtenidos en 

dichos cultivos lote. 

VI.2.J Fase de crecimiento exponencial 

Como se observa en la tabla VI.2. 1. se obtuvieron prácticamente los mismos valores en la 

velocidad específica de crecimiento. el rendimiento bioma.-;a/subsu·ato. la velocidad específica de 

consumo de glucosa y la velocidad lle consu1nn Lle nxígeno. cuando la concentrm.:iún inicial de 

glucosa en cultivos lote se v:uio de 1 1 a 30 g/L. Ademá.s. como era esperado la cantidai.I i.le bioma.-;a y 

la velocii.lai.1 específica de producciún de acetato incrementai·on confonne se incremento la 

concentrución inicial de glucosa. Es decir que lu.."i concenu·aciones iniciale..'i de glucosa proba<..lu...., y la 

cantidad i.le acetato producido dm-unte la etapa i.le crecimiento exponencial no fue1·on inhibitoiia.~ pura 

el crecimiento celular ni afectaron de manera consii.le1-able la velocidad de c1·ecimiento. el rendimiento 

biomasu/substrato y la velocidai.J especifica de consumo de glucosa de la cepa BBX04 i.le B. s11IJ1ilis. 

Adicionalmente. las cinéticas i.le cultivo mostrai.Ja.-; en e! apéni.lice X.10 de este reporte muestran que 

la veloc!Liui.I de consumo i.le oxígeno y la velncii.lai.1 de evnluci<\n de bi(1xitln tle c:u·bnno puei.len ser 
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utilizadas pru·a determinar el inicio de la .fase estacionada o agotamiento de la glucosa. así como p:u·a 

estimar la concentración de biomasa durnnte los cultivos. 

Tabla VI.2.1 Resumen de resultados de cultivos lote durante la fase de cl'ecimiento exponencial 
utilizando el medio mine1-ul suplementado con glucosa 

So µ y""' x .. ~-----·Q;-;;:;·:-··--···--··-"Q-;;;--··--·o~;:;;;:-··-------·-
(grx .... v I (grn.c I (mmnlo~ I (mmolAc1crl 

---~(g~/L=) ____ ,(~h~--'~>-~"!J!~~:L . ..ig.i!DY!hL .. i!Hl!.:)Y.:-!!).). ___ (g!.1!.:lY.:!iJ.) __ (g1.!1~Y.~.!!)J ____ h _ 

11.2 
11.6 
25.9 
30.6 

Promedio 
Coeficiente de 
Variación(%) 

0.44 
0.38 
0.40 
0.43 

0.41 
6.68 

0.465 5.21 
0.464 5.26 
0.425 8.96 
0.468 12.81 

0.460 
4.48 

So 
µ 

concentración inicial de glucosa 
velocidad específica de crecimiento 
rendimiento biomasa/substn1to 

0.943 15.31 
0.829 14.90 
0.947 NO 
0.909 14.50 

0.908 14.90 
6.15 2.72 

biomasa máxima alcanzada al inicio de Ja fase estacionada 
velocidad específica de consumo de glucosa 
velocidad específica de consumo de oxígeno 
velocidad específica de producción de acetato 

0.33 8.00 
0.28 9.25 
0.82 11.00 
0.85 10.50 

0.57" 
53.85 

YXIS 
XMAX 
QoLC 

Qoz 
QACET 

t 
NO 

tiempo transcurrido desde la inoculación hasta el inicio de la fase estacionaria 
no disponible 

VI.2.2 Fase estacionaria de cultivos lote 

Normalmente la expresión de Ja subtilisina o de proteínas que están bajo el conu·ol de Ja 

región de regulación del gene aprE no está asociada a crecimiento (Schaeffer er al. 1965: Pdest. 

1977: Fen"W;. eral 1993). Cuando se empleo el medio de cultivo mine1-al suplementado con glucosa 

en cultivos lote se espen1ba que la producción <Je B--galactosidasa no estuviese asociada a crecimiento. 

Sin embargo. como se muestra en las figuras del apéndice X.10 de este reporte y en las figuras 1 u 3 
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del manuscdto: Jmprovement of culture comlitions to nverpnxluce L~-galactnsi<.lu.'<e from E.,d1erid1ie1 

co/i in Bacilltts subtilis. así como en el 1-esumen p1-esentado en la tabla VI.2.1. en Jos cultivos lote se 

encontró que el medio mine1ul suplementado con glucosa pmpicia lá prnducci6n de B-galactosi<.lasa 

durante la fase de crecimiento exponencial. 

Tabla Vl.2.2 Resumen de 1·esulta<.los durante la fase estadnnaria prece<.li<.lns por cultivos lote a 
diferentes concentraciones iniciales de glucosa 

So AE AE AcL t, AV Produc- yl\.4~-'IÑ k,, 
inicial máxilna Rel. 1ná.xima tivi<.la<.I 
(U I (U I {U I (U I 

(g/L) ffii!PR(Yr) (h) mgPK«n·) (%) (h} (U/mL) (mL-h)) ~C.iLC) (h'') 

11.2 116 000 4.00 270 600 42.87 11.0 270 000 24546 24.l X )06 0.118 
11.6 100 700 2.75 201 000 50.10 12.0 320000 26667 27.6 X 106 0.010 
25.9 125 ººº 5.00 296200 42.20 17.0 840000 49412 32.4 X 106 0.059 
30.6 83 000 3.00 162 500 51.08 13.5 660 ººº 48 890 21.6 X 106 0.113 

"Medio 9532 3.00 160 000 5.96 7 63700 9 100 -----------
Com le"o 

"10.9 

So 
AE inicial 
AEmáxima 
t 
AcL Re!. 

120 700 6.50 301 200 40.01 17 533 000 31 352 37.7 X 106 -o 

concentraci6n inicial de l!lucosa 
activi<.lad específica al ini~io de la fu.-.e estacionada 
actividad específica máxima alcanzada dunmte la fu.-.e estacionada 
tiempo transcunido dui·ante la fase estacionada par.i alcanzar la AE máxima 
porcentaje de actividad específica inicial respecto a la actividad máxima alcanzada 
dul'Ullte la fu.'<e estacionruia 

t,. tiempo uunscunido desde la inoculaci6n hasta obtener la AE máxima · 
A V má.xima actividad voluméuica máxima alcanzada durante la fu.'<e estacionutia 

k .· 
rendimiento <.le máxima activi<.la<.1 de B-galactosi<.lu.'<a respecto a la cantidad <.le glucosa 
consumida 
velocidad específica de mue1"te <.lurut11e las u·es p1imeras ho1us de la fase estacionaiia 

evaluación de producci6n de B-galactosidu.'<a en medio complejo {medio Schaeffer. el cual 
contiene peptona. hi<.lrolizado <.le cai-ne. y sales de Mg. Cl. S. Mn y Fe). 
cultivo lote llevado a cabo en medio minentl. en el cual al agotarse la glucosa {o inicio de la 
t"ase estacionaiia) se alimento glucosa a una velocidad fija. de acuerdo a un coeficiente de 
mantenimiento de 0.11 iku: I (gDL""" h). El consumo de glucosa a t, fue de 15.1 g. 
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Como se observa alrededor del 40-50% de la máxima actividad enzimática se habia 

acumulado al iniciar la fase estacionaria del cultivo. A manera de comparación la tabla VI.2.2 

también muestta los resultados de actividad obtenidos durante la evaluación de la cepa BB804 de B. 

subliüs productora de . .6-galactosidasa en medio complejo. Como puede observarse en este caso la 

producción de .6-galactosidasa no esta asociada a crecimiento. De manera que el efecto observado 

puede atribuirse al tipo de medio de cultivo y no al fondo genético de la cepa. No obstante la máxima 

actividad específica de B-galactosidasa en cultivos lote se obtuvo de 3 a S horas después del inicio de 

la fase estacionwia del cultivo {tabla VI.2.2). indicando que en las condiciones evaluadas la 

producción de B-galactosidasa y la expresión del gene aprE están parcialmente asociadas al 

crecimiento. 

En la tabla VI.2.2 también se muestra que la actividad específica de .6-galactosidasa fue igual. 

en el peor de los casos. y hasta un 85% mayor. en el mejor de los casos. en comparación con cultivos 

realizados en medio complejo. Adicionalmente. se encontró que al variar la concentración inicial de 

glucosa de 11 a 30 g/L. se obtuvo un incremento de tres y dos veces en la actividad y en la 

productividad volumétrica.. respectivamente. En comparación con el cultivo en medio complejo. se 

logró incrementar de 4.24 a 13.2 y de 2.7 a 5.4 veces la actividad y la productividad volumétrica, 

respectivamente, cuando se evaluaron concentraciones iniciales de glucosa de 11 y 26 g/L. 

Por otro lado. durante las primeras 3 horas de la fase estacionaria se presentó una lisis celular 

drástica la cual está representada como la velocidad específica de muerte en la tabla Vl.2.2. En otros 

términos, durante ese periodo de tiempo hasta un 30% de las células se lisaron. Anteriormente se ha 

reportado que las células de B. s11bli/is presentan una tendencia a lisarse debido. probablemente. a un 

efecto de agotamiento de la fuente de carbono (Jollife eral. 1981) y a la presencia de cationes 

monovalentes (Svarachorn et al. 1989; Tsuchido, 1994). Durante la fase estacionario de los cultivos 

lote el substrato que se agotó fue la fuente de carbono (glucosa) y debido a las sales presentes en el 

medio de cultivo se originarón cationes monovalentes. En consecuencia estas condiciones favorecen 

la lisis celular. Sin embargo. Jollife et al (1981) han reportado que la adición de una fuente de 

carbono previene este fenómeno de lisis. Por tanto se decidió evaluar la adición de glucosa durante la 

fase estacion::uia del cultivo para contende:- con la lisis celular. La lisis se pudo evitar alimentando 
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glucosa dW"1111te la fase estacionaria de acuerdo a un coeficiente de mantenimiento, el cual fue 

detenninado previamente en un cultivo lote al cual se agrego una concentr11Ción elevada de glucosa. 

Por otto lado. como se menciona en los manuscritos y en la sección X.9 el sulfato de amonio se 

vuelve limitante cuando se alcanzan concentraciones de biomasa mayores a 6.4 g/L. Cabe aclarar que 

en este cultivo (figura X.10.S). una vez que se alcanzó una concentración celular mayor de 6 g/L no 

se agregaron las sales del medio de cultivo, de manera que indirectamente se estableció una fase 

estacionaria en la cual el substrato limitante fue la fuente de nitrógeno. Sin embargo. la alimentación 

de glucosa y la limitación por nitrógeno (en concordancia con los resultados presentados por Pierce et 

al 1992). permitieron evitar la lisis celular y mantener un nivel elevado de actividad enzimática (tabla 

VI.2.2 y figura X.10.S y fig. 3 del manuscrito: Improvement of culture conditions to overproduce 13-

ga.l.actosidase from Escherichia co/i in Baci/lus subrilis). En consecuencia y debido a una mayor 

disponibilidad de células. la actividad volumétrica de B-galactosidasa fue aproximadamente del doble 

cuando se alimentó glucosa durante la fase estacionaria, en comparación con los cultivos lote con 

aproximadamente 11 g/L iniciales de glucosa. 

Debido a que la producción asociada a crecimiento de B-galactosidasa no era esperada. se 

realizó una búsqueda bibliográfica con el objetivo de investigar si dicho comportamiento estaba 

documentado. Sin embargo, únicamente un reporte presentado por Priest (1977) señala que la 

proteasa neutra en B. megateriuni es sintetizada durante el crecimiento en medios mínimos. mientras 

que su síntesis es reprimida en medios complejos durante el crecimiento vegetativo. Muy 

recientemente otros investigadores (Hewitt y Solomos. 1996) reportaron que la producción de la 

enzima degradátiva a-amilasa en B. anrylo/iquefaciens ocurre simultáneamente con el crecimiento 

celular en un medio sintético suplementado con lactosa. mientras que su producción ocurre 

únicamente durante la fase estacionaria en medios complejos. Estos autores postulan que 

probablemente la síntesis de la enzima es reprimida. mediante un fenómeno de represión catabólica o 

de bajos niveles de síntesis de ARN mensajero. durante el crecimiento rápido de las células en medios 

complejos. mientras que tales restricciones no se presentan durante el crecimiento lento en el medio 

sintético con lactosa. 
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Por otro lado. también se pensó en que probablemente el medio mineral suplementado con 

glucosa favoreciera la producción de esporas durante la fase de crecimiento exponencial y en 

consecuencia se propiciará la producción de 6-galactosidasa. Sin .embargo. un análisis posterior 

realizado con cultivos a 2 y 10 g/L iniciales de glucosa (datos presentados en el apéndice X.12), 

indican que la formación de esporas resistentes a calor no t·ue el factor que ocasionó la producciún de 

6-galactosidasa asociada a crecimiento. En estos cultivos. los niveles de esporulación durante la t·ase 

de crecimiento y durante las primeras 6 horas de la fase estacionaria fueron menores al 1 % (Figuras 

X.12.1 y X.12.2). No obstante en _el medio minentl con la cepa BB804 se obtiene una buena 

frecuencia de esporulación despues de 24 de haberse iniciado la fase estacionaria. 

En terminas de velocidad específica de crecimiento en cultivos lote, en el medio mineral 

suplementado con glucosa se obtuvo la mitad de la velocidad que se obtiene en mc:dio complejo (en 

medio Schaeffer la velocidad de crecimiento es de 0.9 h·1
). De manera que indirectamente se 

compnieba la túpótcSis de trabajo planteada. es decir que la reducción de la velocidad de crecimiento, 

en este caso a partir de la composición del medio de cultivo. permite imponer un estrés metabólico y 

la expresión del gene aprE es des-reprida durante la fase de crecimiento exponencial de cultivos lote. 

Probablemente. en las condiciones evaluadas. a decir en un medio de cultivo únicamente con glucosa 

y sulfato de amonio como fuentcS de carbono y nitrógeno. respectivamente. las células de B. s11brilis 

sensan un ambiente nutricional hasta cierto nivel adverso para su crecimiento, en comparación con un 

medio complejo y rico. En consecuencia es probable que se expresen genes que no son esenciales 

durante el crecimiento exponencial. tales como el gene aprE. en un intento (tal y como sucede 

durante el cultivo de B. s11b1ilis en medios complejos durante la fase estacionaria) por obtener fuentes 

alternas de nutrientes. Probablemente también como ocurre en E. coli la expresión de algunos genes 

que se da únicamente durante la fase estacionaria en medios complejos, son parcialmente des­

reprinlidos durante la fase de crecimiento exponencial cuando se utilizan medios minerales o 

sintéticos, debido a que el super-cnrollamiento del ADN es del doble en medios complejos en 

comparación con el obtenido en medios minerales (Kusano eral. 1996). También es probable que a 

nivel transcripcional ocurran algunos cambios que induscan o favorescan la expresión del gene aprE. 

tales como la activación de genes del ciclo de los ácidos tricarboxílicos y la expresión de a' durante la 

ew.pade crecimiento en medios minerales (Sonenshein. 1989). 

63 



VL3 Evaluaclón .del erecto de la velocidad de crecimiento sobre parámetros estequJométricos 

y producción de 8-a:aJactosldasa en B. subtUis udllzando culdvos alimentados 

exponencialmente limitados por glucosa 

Una vez evaluadas las características de crecimiento y la capacidad de producci<5n de 13-

galactosidasa por la cepa BB804 de B. s11btilis en el medio de cultivo mineral. se procedió a establecer 

los cultivos alimentados exponencialmente. Como se planteó en la introducción de esta tesis. en el 

pre5ente trabajo se realizaron cultivos alimentados exponencialmente con el fin de evaluar cual es el 

efecto de la velocidad específica de crecimiento (µ) en l,a p1·oducciún de 6-galactosidasa y de evaluar 

si la lústo1ia de la fermentación (esto es la velocidad de cn:cimiento "impuesta" a los 

microorganismos durante la fase de 'crecimiento exponencial) tiene algún efecto sobre la producción 

de 6-galactosidasa durante la fase estacionaria. Además. debido a que el medio mineral ocasiono que 

se obtuviera una producción de 6-galactosidasa parcialmente asociada a crecimiento, esta 

característica también permitió evaluar el efecto que tiene la velocidad de crecimiento sobre la 

producción de 13-galactosidasa durante la fase de crecimiento exponencial de cultivos alimentados. 

Mediante un control automático contr0lado por computadora.. cuyo detalle se presenta en el 

apéndice X.6 (Sistema de fermentación, programa y algoritmos de control) se establecieron perfiles 

predeterminados de alimentación exponencial, utilizando como substrato limitante a la glucosa de 

acuerdo a la ecuación 9. Se evaluaron velocidades de crecimiento predeterminadas. las cuales se 

variaron de 0.0!58 a 0.3!5 bº'. La figura 4 del manuscrito: Hiperproducción de 13-galactosidasa de E. 

coli en B. s11btilis. así como las figuras l y 2 del manuscrito: Effect of growth rote on the production 

of 13-galactosidase from Escherichia coli in Bacil/11s subtilis using glucose-limited exponentially fed­

batch cultures, presentan las cinéticas de crecimiento. consumo de glucosa. producción de acetato y 

producción de 13-galactosidasa en algunas de las corridas de fermentación en modo de cultivo 

alimentado exponencialmente. Adicionalmente. en el apéndice X.11.2 se presentan todas las cinéticas 

de los cultivos alimentados exponenc-'.almente. 

Los cultivos presentados en esas figuras consistieron de varias etapas. La p1imera una etapa de 

cultivo lote de 2 horas. en la cual las .;:élulas crecieron a una velc.cidad alta con la glucosa proveniente 
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de los inóculos. Después de 2 horas. o de que la glucosa remanente prácticamente se había 

consumido, se inicio la etapa de alimentación, durante la cual, mediante la limitación por glucosa, la 

velocidad de crecimiento predeterminada (sección IV.4 diseño de cultivos alimentados 

exponencialmente y X.6 sistema de fermentación. programa y algmitmos de control) se estableció en 

un intervalo de 0.058 a 0.35 hº'. Como se pn~sentó en la sección de antecedentes. el conn·ol de la 

velocidad de crecimiento en los cultivos alimentudos exponencialmente se establece cuando se 

alcanza un estado pseudo-estacionario: la concentrnci<1n de glucosa pennanece 'constante en cero y 

por tanto la velocidad de crecimiento puede ser controlada a un valor predetenninado. Con el fin de 

minimizar el cambio de volumen en el reactor y dependiendo del valor de la velocidad de crecimiento 

a controlar. de la biomasa y de la resolución de la bomba utilizada! la concentracMn en las soluciones 

de glucosa que se alimentaron variaron de aproximadamente 30 a 500 g/L. Para prevenir la limitación 

por otro nutriente diferente a la glucosa. todas las sales del medio de cultivo se adiciQnaron cuando se 

alcanzaba un incremento de 6 glL de células. debido a que a tal incremento la fuente de nitrógeno se 

vuelve limitante en los cultivos. La tercera etapa fue de nuevo una etapa lote. Esta etapa se presentó 

después de que se término la etapa de alimentación. debido a la pérdida del estado pseudo­

esracionario en la concentración de glucosa remanente y en la velocidad de crecimiento. es decir 

cuando la velocidad de crecimiento decrecía y la glucosa remanente se acumulaba en el medio de 

cultivo. A continuación se presenta un resumen de Jos datos obtenidos para los cultivos alimentados 

exponencialmente. Primeramente se presentan los resultados obtenidos durante la etapa de 

alinlentación y luego los datos obtenidos durante la segunda etapa lote. 

VL3.1 Evaluación de la etapa de alimentación 

Como se observa en las figuras mostradas en el apéndice X.11 (cinéticas de fermentación de 

cultivos alimentados exponencialmente) y el las figuras 1 y 2 del manuscrito effect of growth rote on 

the production of B-galactosidase from Escherichia coli in Bacillus s11bti/is using glucose-limited 

exponentially fed-batch cultures. el estado pseudo-estacionario respecto a la velocidad de crecimiento 

y la concentración de glucosa remanente en el medio de cultivo. se alcanzó prácticamente en todos los 

cultivos después de haber iniciado la fase de alimentación. Dicho estado pseudo-estacionario consis1c 
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en el incremento exponencial de la concentracil~n celular y en mantener una concentrución de glucosa 

remanente en el medio de cultivo de prácticamente cero. Adicionalmente. el estado pseudo­

estacionario. también se ve reflejado en un incremento exponencial de la concenu-ación de proteína 

intracelular. en la velocidad de consumo de oxígeno y en la de evolución de bióxido de carbono . El 

estado pseudo-estncionario también se obtuvo en el pe11il de consumo exponencial de glucosa. lo cual 

indica una velocidad específica constnnte de consumo de glucosa. Poi· últilno. como se esperaba la 

concentraci<'>n de acetnto en el medio de cultivo fue prácticamente de cero durante el estado pseudo­

estacionario. Cabe aclarar que con el fin de co1Tegir tos cambios ocasionados por et incremento de 

volumen. la velocidad específica de crecimiento se calculó en base a ta cantidad total de biomasa en 

~nninos másicos. 

Sin embargo. y contrario a lo que se planteó en la hipótesis de trabajo, la act.ividad específica 

y la actividad volumétrica de B-galactosidasa decrecieron durante la etapa de alimentación. para los 

cultivos que se llevaron a cabo a velocidades de crecimiento menores a 0.2 hº'. Es decir con los 

cultivos en los cuales se provocó un mayor estrés metabólico mediante la limitación por glucosa. 

llegándose a obtener valores de actividad enzimática de prácticamente cero en comparación con los 

valores obtenidos para los cultivos lote durante la fase de crecimiento exponencial. Unicamente en los 

cultivos que se obtuvieron velocidades específicas de crecimiento mayores a 0.2 h·1
• es decir en los 

cultivos que se obtuvo una concentración de glucosa ligeramente mayor a ce1·0 durante el estado 

pseudo-estacionario. la actividad específica no disminuyó durante la fase de alimentación y la 

actividad volumétrica se incrementó de manera propo1·cional a la concenu-ación celular. Estos hechos 

muestran que la reducción de la velocidad de crecimiento mediante la limitación por glucosa afectan 

la expresión de la B-galactosidasa. durante la fase de crecimiento. cuando se encuentra bajo el control 

de la región de regulación del gene aprE. 

No obstante que todos los minerales esw.ban presentes en concentraciones no limitantes y de 

que la glucosa se alimentó en base a los perfiles predeterminados. una repentina y caracte1istica 

disminución en el incremento exponencial de la biomasa. es decir una reducción en la velocidad de 

crecimiento. así como la acumulación de glucosa y acetato. y una reducción en el incremento 
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exponencial de Ja velocidad de consumo de oxígeno y de la evolución de bióxido de carbono, indican 

que se perdió el estado pseudo-estacionario y el control sob1-e Ja velocidad de crecimiento. 

La figura VI.3. 1 muestra un resumen de Jos parámeu·os cinéticos y estequiométricos 

obtenidos dut'Ullte el estado pseudo-estacionario en Ja etapa de alimentación. Como se obse1va Ja 

velocidad de crecimiento experimental cor1-esponde muy bien con la velocidad de creci1niento 

predeterminada que se estableci6 durante el estado pseudo-estacionario. lo cual indica que Jos cultivos 

alimentados exponencialmente limitados poi' glucosa pueden ser utilizados para conu·oJ:u· la velocidad 

de crecimiento con Ja cepa 88804 de B. Sllbtilis. Por ou·o lado, como se obse1va en el panel (a) la 

velocidad de crecimiento se pudo controlar durante un peti'odo de tiempo menor conforme la 

velocidad de crecimiento predeterminada fue mayor. El estado pseudo-estacionario fue mantenido en 

un intervalo de 6 a 46 horas conforme Ja velocidad de crecimiento predeterminad¡;i fue reducida de 

0.35 a 0.058 h"'. Como se esperaba. Ja producción de ácidos orgánicos fue menor confonne se n:odujo 

laµ (panel b). Aµ menores a 0.35 h'' la producción de ácido acético fue prácticamente nula durante 

la etapa controlada de crecimiento exponencial, indicando que el efecto de Crabtree fue evitado 

debido a que la concentración de la glucosa se mantuvo a un valor bajo (Yee y 8Janch, 1992). Sin 

embargo, el rendimiento biomasa/glucosa fue constante únicamente en el intervalo de velocidad de 

crecimiento de 0.1 a 0.2 h"1
• Dicho compo..uuniento indica que hubó un cambio metabólico por debajo 

y arriva de tales velocidades (Rodríguez y de la TmTC. 1996). Probablemente Jos altos rendimientos a 

velocidades de crecimiento mayores a 0.2 h"' indican que las células acumularon material de 1-eserva. 

Además. la acumulación de acetato a de velocidades de crecimiento mayores a 0.25 h'' confirman tal 

cambio metabólico. 

La concentración celular. alcanzada al tenninar el esmdo pseudo-estacionario, se logró 

incrementar cuando la velocidad de crecimiento fue meno1· de 0.15 h"' (panel c). De esta manera. en 

comparación con los cultivos realizados a velocidades de crecimiento de O. 16 a 0.37 h'', cuando se 

controló la velocidad de crecimiento experimental a 0.069 h"' se obtuvo un incremento de 

aproximadamente 9 veces en la cantidad total de celulas generadas. 
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Flpra VL3.1 Resumen de resultados cinédcos obtenidos durante el estado pseudo­
estacionario de la rase de alimentación de los culdvos alimentados 
exponencialmente. µ, Q"""" Clcu: y ~ indican las velocidades espeáftcas 
de crecimiento, producción de acetato, y de consumo de clucosa y 
oxigeno, respecdvamente. 

Las velocidades específicas de consumo de glucosa y de oxígeno presentarón una tendencia 

aproximadamente lineal con la velocidad de crecimiento (panel c y d). Dicho datos se ajustaron al 

modelo de Pirt (Pin. 1975) únicamente para las velocidades a las cuales el rendimiento 

biomasa/substrato fue constante. Se obtuvo un rendimiento de biomasa respecto a glucosa de 0.55 

gocv/~ y un coeficiente de mantenimiento de 0.079 g.,uJ(gocw h). En el caso del oxígeno se obtuvo 

un rendimienw de biomasa respecto a oxígeno de 54.47 g,,._-.Jmolo,. y un coeficiente de 

mantenimiento ¿., 5.53 mmol0 /(gi:cw h)"'. En comparación con cepas de B. /icheniformis y B. 
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thuringiensis (Frankena et al, 1985, Rod1iguez y de la Torre, 1996), los coeficientes de 

mantenimiento obtenidos en el presente trabajo para B. subtilis fuemn de un 20 a un 80% mayores 

para la glucosa y 5 veces mayores para el oxígeno. Cabe resaltar que en el intervalo de velocidad de 

crecimiento de 0.16 a 0.07 hº', el coeficiente de mantenimiento para glucosa con-esponde de un 20 a 

un 60% de la velocidad específica de consumo de glucosa. Este hecho sugiere que las células tienen 

poca disponibilidad de glucosa para producir proteínas que no son indispensables par.i el crecimiento 

o para generar material de reserva, y probablemente por ésto no se canali7.a glucosa hacia la 

producción de B-galactosidasa . 

La pérdida del contrOl de la velocidad de crecimiento se puede atJ;buir en gran parte a la 

propiedad intJinseca de B. subtifis de presentar un prog1111T1a de desarrollo. que conduce a la 

formación de esporas en un medio ambiente en el cual se present.a la limit.ación po_r algún nutriente. 

Además, las propiedades pleiotrópicas de las cepas con el genótipo degU(Hy), en especial la de no 

pcider reprimir la esporulación mediante la adición de glucosa. probablemente favorecieron la pérdida 

de control de la velocidad de crecimiento en los cultivos alimentados y· favoreció el desarrollo de la 

fase est.aeionaria. En este sentido y con el fin de alcanzar una mayor concentración celular. cabe la 

posibilidad de utilizar otras cepas con fenótipos hiperproductores (como las presentadas por Ferrari et 

al, 1986) que no presenten deti:ctos en la represión cat.abólica de la esporulación por glucosa. La 

producción de factores de esporulación por B. subti/is (Grossman y Losick. 1988; Waldburger et al. 

1993) puede ser otra factor que favoreció una respuest.a en los cultivos hacia la pérdida del control de 

la velocidad de crecimiento. Desafortunadamente y debido a la complejidad que implicaba.. el estudio 

y contr0l de dichos factores de espo!'llación no se contempló durante esta tesis. Sin embargo, poi· los 

result.ados obtenidos. se puede especular que el desarrollo de la fase estacionaria y probablemente la 

fo1niación de dichos factores es favorecida por alt.as velocidades de crecimiento. 

VL3.2 Evaluación de la etapa posterior a la alimentación 

En las figuras presentadas en la sección VI.3.1 se muestra que después de que se perdía el 

control sobre el cultivo, se acumulaba glucosa y acetato en el medio. Posterionnente la glucosa era 

consumida a una velocidad específica menor a la obtenida durante el estado pseudo-estacionario y se 
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obtenía un incremento en la concentraci6n de acetato. Después de que se agotaba la glucosa en el 

medio de cultivo. el acetato que se había acumulado anteriormente. en l~ mayoria de los casos. 

tambil!n cm consumido. Lo cual sugiere que el ciclo de los ácidos aicarboxOicos. se activo durante 

dicha etapa. Además. un decremento drástico y característico de los valores de la velocidad de 

consumo de oxígeno y de evolución de bióxido de carbono pcnnitieron determinar en-linea el 

agotamiento de la glucosa en el medio. Durante esta etapa de consumo de la glucosa acumulada no se 

observó algún cambio significativo en la actividad emdmática de los cultivos p.-eviamente 

alimentados. 

En el caso de los cultivos llevados a cabo a velocidades de crecimiento ce.-canas a 0.4 h"'. tul y 

como sucedió en los cultivos lote. la actividad específica fue p.-ácticamcnte constante durante la fase 

de crecimiento exponencial y la máxima actividad en7Jmática se obtuvo durante las primeras horas de 

la fase estacionaria. Sin embargo. cuando los cultivos fueron llevados a cabo a velocidades de 

crecimiento menores a 0.2 h"'· la actividad enzimática disminuyó durante la etapa de alimentaci6n 

llegando. en la mayoría de las ocasiones. a valores cercanos a cero antes de que se detuviese la 

alimentación de glucosa o de que se iniciam la fase donde se perdía el control del cultivo. 

Inespcr.idamente. para los cultivos realizados a velocidades de crecimiento menores a la máxima. la 

producción de B-galactosidasa durante la fase posterior a la etapa de alimentación fue prácticamente 

nula (independientemente de si había o no glucosa y de si todos los minerales estaban presentes 

durante dicha fase). En la tabla Vl.3.1 se presenta un resumen del efecto de la velocidad de 

crecimiento sobt'C la má.'tima actividad obtenida du1"llllte la fase estacionaria del cultivo. Como se 

muestra. la máxima actividad específica se obtuvo a la máxima velocidad de crecimiento. mienu-as 

que los niveles de actividad enzimática fueron muy bajos a velocidades de crecimiento menm'Cs a 0.2 

h"'. La máxima actividad específica. 316 200 U I mg••OT• obtenida a una velocidad de crecimiento de 

0.37 hº'· compal"ll muy bien con los resultados obtenidos para los cultivos lote (296 000 U I mgPROT y 

0.41 h"'. respectivamente). A manem de comparaci6n en la tabla Vl.3.1 también se presentan la 

actividad volumétrica. la productividad volumétrica y el rendimiento de actividad enzimática máxima 

por glucosa consumida hasta la obtención de la actividad máxima.. Como se observa todos estos 

paráinetros decrecen coru:·onne la velocidad de crecimiento se redujo. 
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Como puede observarse y en compw·aci<Sn con el cultivos lote llevado a cabo con unu 

concentración inicial de glucosa de 26 g/L ·(tabla VI.3.2), el cultivo alimentado exponencialmente 

realizado a una velocidad específica de crecimiento de 0.38 h"', presenta prácticamente los mismos 

valores de actividad específica. actividad volumétrica. productividad volumétrica y rendimiento ~e 

actividad respecto a glucosa consumida. Esto se debe a que la estrategia de cultivo alimentado 

exponencialmente llevados a cabo a velocidades de Cl'ecimiento similares a la.o; obtenidas en cultivos 

lote, son en términos de limitaci<Sn de nu11ientes muy parecidos a los cultivos lote. Es decir que 

estricta111ente no existe una limitación por glucosa en los cultivos alimentado exponencialmente 

llevados a cabo a velocidades de crecimiento cel'canas u la má.ximu (ver figura.o; X.11.1 y X.11.2). y 

que aunque la velocidad de producción de acético se reduce d1"á...,ticamente en los cultivos 

alimentados, éste no es un factor que afecte de manem drástica la cantidad de actividad enzimática 

que se obtiene. 

Tabla VJ.3.1 Actividad enzimática máxima de 8-galactosidasa obtenida durante la fase 
estacionaria de cultivos precedidos por una fase de cultivo alimentado 
exponencialmente. 

µ AE AV Produc- y""""' .... 
máxima máxima tividad 

(hº') ~u I m l?PRcrr ~ (U/mL} (U/(mL-h)) (U/~aLd 

0.380 316200 914 700 41600 32.9 X 10° 
0.362 192 600 226 100 IS 100 27.0 X 10° 
0.240 108 400 124 700 6400 JJ.7 X 10° 
0.185 s 100 5 200 200 0.4x 10° 
0.162 7 100 13 500 500 0.7 X 10' 
0.106 7300 25 800 700 1.0 X 10° 
0.105 3000 11 500 300 0.5 X JOº 
0.069 8400 43 500 500 J.0 X 106 

velocidad específica de crecimiento durante el estado pseudo-estacionario de la 
fase de alimentación 

AEmáxima 
AV máxima 
y o,.a.un 

actividad específica máxima alcanzada durante la fase estacionaria 
actividad volumétrica máxima alcanzada durante la fase estacionaria 
rendimiento de máxima actividad de B-galactosidasa respecto a la cantidad de glucosa 
consumida 
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Como puede observarse y en comparack~n con el cultivos lote llevado a cabo con una 

concentración inicial de glucosa de 26 g/L ·(tabla Vl.3.2). el cultivo alimentado exponencialmente 

realizado a una velocidad específica de crecimiento de 0.38 h·1
• presenta prácticamente los mismos 

valores de actividad específica. actividad volumétrica. productividad voluméuica y rendimiento ~e 

actividad respecto a glucosa consumida. Esto se debe a que la estrategia de cultivo alimentado 

exponencialmente llevados a cabo a velocidades de c1'Ccimiento similares a la..; obtenidas en cultivos 

lote. son en términos de limitacil~n de nuuientes muy pat'Ccidos a los cultivos lote. Es decir que 

estrictamente no existe una limitación por glucosa en los cultivos alimentado exponencialmente 

llevados a cabo a velocidades de crecimiento cercanas a la máxima (ver figun1s X. l 1. 1 y X.11.2). y 

que aunque la velocidad de p1·oducción de acético se reduce dn1sticamente en los cultivos 

alimentados. éste no es un factor que afecte de manera drástica la cantidad de actividad enzimática 

que se obtiene. 

Tabla Vl.3.1 Actividad enzimática máxima de B-galactosidasa obtenida durante la fase 
estacionaria de cultivos precedidos por una fase de cultivo alimentadó 
exponencialmente. 

µ 

AEmáxima 
AV máxima 
y"'°""" 

µ AE AV Procluc- y MOAIJ";. 

máxima máxima tividad 
(h"') (U I mePRar) (U/mL) (U/(mL-h)) (U/goLc) 

0.380 316 200 914700 41600 32.9 X 10° 
0.362 192 600 226 100 15 100 27.0 X 106 

0.240 108 400 124700 6400 11.7 X 106 

0.185 5 100 5200 200 0.4 X 106 

0.162 7 100 13 500 500 0.7 X 10' 
0.106 7 300 25 800 700 1.0 X 10° 
0.105 3000 11 500 300 0.5 X 106 

0.069 8400 43500 500 1.0 X 106 

velocidad específica de crecimiento durante el estado pseudo-estacionario de la 
fase de alimentación 
actividad específica máxima alcanzada durante la fase estacionaria 
actividad volumétrica máxima alcanzada durante la fase estacionaria 
rendimiento de máxima actividad de B-g:tlactosidasa respecto a la cantidad de glucosa 
consumida 
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Adicionalmente. en los cultivos alimenmdos exponencialmente. cuando terminó la etapa de 

alimentación y se consumió la glucosa remanente en el medio de cultivo. se presentó lisis celulw·. 

Esto trajo como consecuencia que el medio mineral se convirtiera en un medio complejo. No obstante 

esta conversión del medio. la p1·oducción de B-galactosidasa fue prácticamente nula dm·ante la fase 

estacionwia del cultivo. Mediante la utili:t.aci<>n de medios complejos y cultivos continuos se ha 

mosu·ado que la fonnación de esporas y la expresión del gene aprE es inve1·samente proporcional a la 

velocidad de crecimiento (Frankena el al. l 9X5; Rinc<>n el al. 1994). Dicho· comportamiento nos 

condujo a pensar que en los cultivos alimentados limitados por glucosa. la expresión del gene aprE 

podría se1· mayor conforme las velocidades de crecimiento fuesen menores. Sin embargo. lo datos 

presentados en esta sección indican clar.unente que la reducci<\n de la velocidad de crecimiento. 

mediante la limitación por glucosa reprime la expresión del gene aprE durante las fases de 

crecimiento y que adem:is tienen el efecto de suprimir la p1·oducción de B-galacto.sidasa durante la 

fase estacionaria. Desafortunadamente. durante el desarrollo de este trabajo no se considero 

indespensable la cuanficación de la frecuencia de esporulación. Sin embargo es problable, tal y como 

esta reportado para cultivos continuos (Dawes y Mandelstam, 1970; Dawes y Thornley. 1970; Rincón 

et al, 1994), que conforme se redujo la velocidad de crecimiento se incremento la frecuencia de 

esporulación. No obstante. la expresión del gene ap1·E presentó un comportamiento inve1·so al 

presentado por Wouters y Buysman (1977) y Rincón el al (199*). es decir que al reducir la velocidad 

de crecimiento se redujo la actividad de B-galactosidasa. Con el fin de dar una explicación para este 

fenómeno. a continuacit>n se presentan algunas hipótesis al n:specto. 

En primer lugar puede especulw·se que cuando se limimn los cultivos por glucosa. se evita la 

producción de B-galactosidasa durante la fase de crecimiento exponencial, debido a que el producto 

de la expresión del gene aprE. es decir la subtilisina y en el caso particular la 13-galactosidasa no son 

proteínas indispensables para el crecimiento celular. A.sí mismo. durante la etapa de crecimiento la 

formación de material de reserva debe se1· muy bajo, debido a la limitación por glucosa. y en 

consecuencia no permite la canalización de material para la formación de 13-galactosidasa durante la 

fase estaeionaria. EstaS hipótesis son apoyadas, considerando la elevada contribución del coeficiente 

de mantenimiento sobre la velocidad específica de consumo de glucosa para las velocidades de 

crecimiento en el intervalo de 0.07 a 0.16 11°1
• Por otro lado es sabido (Bumet er al. 1986) que las 
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prote:isas intracelulW"Cs de R. s11btilis son capaces de hidroli7.ar con una elevada actividad proteínas 

intnu:elulares. Además, la actividad de la serin-proteasa intracelular-1 es 2.67 veces mayor cuando B. 

subtilis es cultivado en medios químicamente definidos que en medios complejos (Burnet et al. 

1986). Probablemente bajo las cond~ciones evaluadas en el presente trabajo la velocidad de 

degrru:laci<~n de la B-galactosidu.'<a. por las protea.'<u.'< intmcelulares. fue mayor que su velocidad de 

síntesis, de manera que no se observó la acumulación de ésta. 

Como se mostrú. Ju limitación de glucosa en los cultivos alimentados exponencialmente 

suprime prácticamente la acumulación de 6-guluctosidu.'<u en B. s11bti/is. En base a estos resultados. y 

a la caracte1istica de Ja cepa de no reprimir la esporulación en presencia de glucosa. sería importante 

evaluar la respuesta de la cepa recombinante bajo condiciones en las cuales la glucosa no fuese 

limitante, pero que tampoco estuviese bajo concentraciones elevadas de glucosa.. Dicha estrategia 

puede ser lograda limitando con otro nutriente, por ej. nitrógeno o fósforo. o bien mediante estrategias 

de contr0l predictivas y/o estableciendo un control de lazo cerrado (Kleman et al, 1991; O'Conor er 

al, 1992; Parle: et al. 1992). Con estas estrategi:is la concentración de glucosa se puede controlar a 

niveles bajos para evitar efectos adversos debidos a concentraciones elevadas de glucosa. La medición 

de glucosa en línea. mediante un analizador automático permitiría establecer el control de lazo 

ce1Tado. Los datos obtenidos de velocidades específicas de consumo de oxígeno y glucosa. así como 

los de producción de bióxido de cm·bono permitilian establecer un control predictivo. 

VL4 Comparación de la producción de U-galacto§ldasa por la cepa de B. subtilis 00804 con 

otros microorganismos 

Con el fin de comparar los niveles de actividad específica de 6-galactosidasa en diversos 

microorganismos se realizó una recopilación de datos publicados en la literatura. Estos duros se 

obtuvieron a lo largo del desarrollo del presente trabajo y de una búsqueda en el banco de datos de los 

Biorechnolog::':cal Abstraes de Derwent de los años 1982 a 1995. La búsqueda se enfocó a relacionm· 

B-galactosida.sa con los siguientes microorganismos: E. coli. B. s11brilis. levadur.1s y Aspergil/us (tabla 

VI.4.1). 
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Tnblu Vl.4. 1 Niveles <le acliviJaU <le U-~alm.:tosiJ;1s;.1 en Ji versos 1nicroorganis111us 

Microorgw1ismo (n) Temp. pH Act. Espccífic Act. Esp. Rcfcrc11cia 
CoC) 1-\ CU/nu! rROT) Rchuiva 

U. s11htilis 211 7 316.21111 I .lllMI Este trahnio 
K. Ltu·1i.-r * 30 NO 177.305 0.561 Gnn;ralcz. 199-' 
JI •. ~11/Jti/i.'t. 2X 7 160.0llll 0.506 Bolailus. 19t.J4 
H. co/i 2X 7 99.()l.)f.) 0.313 Cht1u et al. 1995 
1~·. coli 2X 7 7'1.<)72 0.22X Chou et al. 1995 
1.,.·. coli 2X 7 72.072 0.22~ Killwcll et al. 1996 
¡.,_·, coli 2X 7 66,667 0.211 Rinns et al. 1'-JXY 
H. co/i 2X 7 56.900 O. IXO Shin v Seo. J LJl..JO 

1 ... ·• coli 2X 7 54.054 0.171 Chou et al. 1995 
11 .. "illl>tili.'t 2X 7 50000 O.ISX Fcrrari et al. 19K6 
1~: coli # 70 7 40 O<Kl 0.127 Saitn et al. 1992 
U. Mt?/iloti 2X 7 39.279 ll.124 Lahcs et al. 19'-JO 
I'. Puticlci "X 7 29 3<-lJ 0.093 Lahcs et al 199{) 

A. nri=.rif! * 45 4.5 27.300 l).(ll<6 Bailcv v Linko 19'-JO 
R. Le1!ttn1i11. 2!! 7 25 045 11.079 Luhcs el ni. 199() 
A. 11i•er 2X 7 '.!3.3(Ml 11.074 Punt el al. 1(.)91 
E. cnli 2M 7 21.622 0.06K Ye et al. 1\1\14 
E. ¿·o/i 2X 7 "11.47() 11.065 Viltavcr<lc et al 1\1\13 
E. coli 28 7 20.360 0.064 L:.ihes et al 1\19<) 
P. Pnsran·s 30 7 20000 0.063 Tschonn el al 1987 
E. coli 28 7 16.353 0.052 Wu v Woo<l 1994 
B. subtilis 29 7 14.600 0.046 Rinc6n et al. 1994 
E. coli # to 7 14.300 0.045 Torres et al. 1995 
K. rr<H!ilis * 37 6.6 13.966 0.1144 S.anchez et al. l9MO 
¡~·. cnli 2K 7 X.M2X 0.112!< Ye el al. 1994 
n. stthtilis 55 NO 7.3110 11.023 Hirata et ni. 19)(5 
/J. s11l11i/i ... 55 NO 7.100 0.022 P:\rk et al. 1992 
K. frnl!ilis *.# 40 6.6 6.667 ().(121 C:\sas. 1992 
/l .. .:;uhtilis 2M NO 5. 70() O.O 1 X Park e1 al. 1992 
/l. suhtilis 28 7 2.250 O.Oll7 Picrcc et al. J9l.J2 
E. coll ND NO 1.517 0.0115 diPn~<. uantnnio et at 
H. cnli 30 í 541 ().(l02 Horiuchi et al. 199...i 
A. on•:".ne * 6() 5 ~6 O.lllK l Park e1 al. 1979 

NO D:i1os nu Uii.pnnibles <iC = l!r.1Uus C.:ntfgr:iUos 
{a>• Indica l)UC ~trata de una cepa silvestre. 1oJas fas Jemds M.1n rccumtiinun1es 

~ Im.li~~ que se tratn di? una L.\-gala..:tnsid;isa Uif1?ren1e a la J.: E. L"uli 
U/cg equivalen a nann muli!s de ONP funnadu ror aninutu p1r mp. e.le rroh:Cna 

L.:s. homogcni:t.nción do: unidades su realizó&! :scul!nlu a las ..iguientl!S 
.::onshlenu:io~s y rcali7..am.lo las conversiones adecuo.das 

1 U ~tillt.::r = lOOOµL :t DO-l20 I ( 15 min ~ rx:>600) 
lOOOuL =Vol. reacción 
o..i.-:.o = lectura de absorb.ancia paro fonnoición de ONP 
15 dn = tiempo t.le rencción 
005-:<0 - h:CIUra di! f)(} del cultivo 

'70 de l'STilcína o;:n células 1.fo E. coli. B. subflUs 
y Le ... aJura: 60. 37 y 60% respecti \"O.mente 
1 OQCJI:){) = 0.37 g/L de ("ICSO seco u~ E. coU 
C1.~f. J..: extinción molar del ONP = 

~Mn nannmnVrmL x no.a.20) 

llJX7 
: 
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Cabe aclarar que dicha comparación no fue sencilla. debido a que no existe homogeneidad en las 

condiciones de las determinaciones de actividad enzimática y en la forma de definir las unidades en 

los reportes consultados. Sin embargo. para realizar una comparación. los datos de actividad fueron 

homogeneiz.ados respecto a la definición de unidad enzimática. La tabla VI.4.1 muestra un resumen 

de los datos mas relevantes obtenidos en la recopilación con E. co/i y B. subti/is. 

Con fines de comparación en la tabla VI.4.1 también se presentan algunos datos de 

Aspergillus. K/uyveromyces y otros microorganismos. Como puede observarse la actividad enzimática 

alcanzada depende de diversos factores. sin embargo la mayoría de los valores son menores a los 

reportados por Bolaños (1994) y a los obtenidos en el presente trabajo. para la cepa de B. sllbtilis 

BB804 con las mutaciones mencionadas anteriormente. 

Mediante la utilización de cultivos alimentados actualmente es común obtener 

concentraciones celulares. de E. co/i y de levaduras. mayores a 50 gnunos de células en base a peso 

seco por litro (Lee. 1996). Debido a que una gran cantidad de proteínas recombinantes son producidas 

intracelulannente (como es el caso de la B-galactosidasa producida por B. subtilis). Ja producción y Ja 

productividad de los procesos. en la mayoría de los casos. son proporcionales a la concentración rmal 

de células en el cultivo. En el caso de B. subtilis. son escasos los reportes en los que se ha logrado 

alcanzar concentraciones celulares elevadas. El caso en el cual se reporta una concentración celular 

por WTiba de Jos 100 g de células en base a peso seco por litre. se utilizó una cepa asporogénica (Park 

et al •• 1992). Es por esto que se decidió realizar una comparación de resultados de la literatura con los 

obtenidos en el presente trabajo seleccionando datos presentados en la tabla VI.4.1 y que presentan la 

característica de reportar una cantidad de biomasa relativamente elevada. Cabe aclarar que en el 

presente trabajo no se alcanzaron concentraciones celulares mayores a 20 g/L (figura VI.3.1). Sin 

embargo. la actividad volumétrica de B-galactosidasa alcanzada en cultivos alimentados 

exponencialmente. a velocidad de crecimientos cercanas a la máxima. es al menos del doble en 

comparación con los reportes en los cuales se obtiene una elevada actividad volumétrica con 

concentraciones celulares de hasta 180 g/L (tabla VIA.2). 
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Tabla VI.4.2 Comparación de actividud volumétrica de B-galactosidasa en 
cultivos con concentración relativumente elevuda de células 

Micro-.1rgunismn Act. Esp. 
CU/rnu1•1u>T) 

D. subtilis 316.21HJ 
H. s11/'1ilis 7. IOO 
H. subri/i.,· 5. 700 
E. cu/i 72.072 
E. coli 54.054 
E. ~·o/i 66.667 
E. coli 21.622 
E. coli 8.828 
E. coli 40.000 
K. ti·aRilis 6.667 
K. Lacris 177.305 

Biotna.sa 
(!!/Ll 

10 
65 

IX4 
10 
22 

7 
25 
84 

22.2 
9 

4.7 

Act. Vulu1nétrh:u 
CU/mLl (al 

!'14.71HI 
170.755 
3X8Jl5(> 
432.432 
713.513 
280.0111 
324.330 
444.931 
532.800 
36.001 

500.000 

Act. Volumétrica 
Relativa Cbl 

1.00 
11.19 
0.42 
0.47 
0.78 
0.31 
0.35 
0.49 
0.58 
0.04 
0.55 

Referenciu 

Este Trabajo 
Park et al. l9lJ2 
Park et al. 1992 
Chou et al. 1994 
Chou et al. 1994 
Rinas et al. 1 989 
Ye et al. 1994 
Ye et al. 1 994 
Saito et al. 1992 
Casas. 199" 
Gonzalez. 1 994 

(a) Cálculos de actividac.J volumétrica basac.Jos en las consideraciones p1·esentac.Jas en la tabla Vl.4. 1 
(b) Actividad volumétrica relativa a la máxima obtenic.Ja en el presente trabajo 

Finalmente. con la cepa BB804 se obtienen aproximac.Jamente 160 000 U (mg,.•ur>"' con un 

tiempo de fermentación de 7 h en mec.Jio complejo (mec.Jio Schaeffer. tabla VI.2.2). Consic.Jerunc.Jo 1 

liu·o e.Je volumen e.Je fennentaci(>n y la proteína celul:.u· e.Je R. subrilis (tabla VI.4.1). se obtiene una 

actividad volumétrica de 57 500 U mL"' y una productivic.Jad de 8 214 U (mL h)"'. Utili:r.anc.Jo la 

misma cepa. en el presente u·abajo se logr..iron alcan:r.ar 316 000 U (mg, .• arr'. 914 700 U mL"' y 41 

600 U (mL h)"1 de actividac.J específica. voluméuica y productividad voluméuica. respectiv:.uneme 

(tabla VJ.4.2 y tabla VJ.3.1). Esto es un incremento de práctic:.unente 2. 16 y 5 ve~es en. los .. 

parámetros mencionados antelio1mente. respectiv:.unente. con respecto a los cultivos en mau-az y 

medio li..:c. Estos incrementos indican la importancia del medio de cultivo y de I~ condiciones 

ambier:tale; utili7.adas a nivel fe1mentar.lor. 



VIl CONCLUSIONES V APORTACIONES 

En resumen. utilizando una cepa recombinante de B. subtilis (la BB804), en la cual el gene 

lacZ de E. coli es expresado cromosomalmente por la regit'ln de contrOl del gene aprE, las principales 

conclusiones y aponaciones que se obtuvieron son: 

l.- Se diseño un medio mineral suplementado con glucosa. el cual permite que en cultivos lote se 

obtenga p1-oduccit'ln de 13-galactosic.Jasa_ en H. s11btilis pan:ialmente asociada a cn:cimiento. 

2.- La frecuencia de esporulación que se obtuvo en cultivos lote durante la fase e.Je crecimiento y 

hasta las primeras seis horas de la fase estacionaria fue menor al 1 %. En cultivos reali7..ados 

con medio complejo se obtuvo únicamente producción de 13-galactosidasa no asociada a 

crecimiento. Estos resultados indican que la expresión del gene aprE durante la etapa de 

crecimiento se debe a un efecto ocasionado por medio de cultivo mineral y no al fondo 

gent!tico de la cepa utilizada. ni a un efecto mediado por el proceso de esporulación. 

3.- Se sugiere que la producción de 13-galactosidasa p:u-cialmente asociada a crecimiento se puede 

deber a que las ct!lulas sensan un medio ambiente limitado en cuanto a fuentes de c:u·bono y 

nitrógeno complejas. de manera que mediante la reducción de la velocidad de crecimiento. en 

comparacil'ln con medios complejos. se provoca la expresión del gene ap,.E durante la fase de 

crecimiento como un intento para obtener fuentes alternas de nutrientes. 

4.- En comparación con el medio complejo (medio Sch:ieffer). normalmente utili7.ado p:u·a 

evaluar la expresión del gene ap1·E y la frecuencia de esporulación en B. subtilis. se logn'l 

incrementar hasta en aproximadamente el doble la actividad específica de 13-galactosidasa 

cuando se utilizó el medio mineral suplement.ado con glucosa 
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S.- Adicionalmente. en cultivos lote se observó. que se pueden utilizar concentraciones elevadas 

de glucosa. de hasta 30 g/L. sin deuimento en la velocidad de crecimiento. ni en el 

rendimiento biomasa I glucosa. En consecuencia. al incrementar la concentración inicial de 

glucosa de 11 a 26 g/L. se logró incremenuu· tres y dos veces la actividad y p1·oductividad 

voluméuica de 13-galactosi<lasa. respectivamente. 

6.- Alimentando glucosa de acuerdo a un coeficiente de mantenimiento de O. 11 !ki.c / (g..._~ h). se 

evitó un tenómeno de lisis dr.ística durante la fase estacionwia <le los cultivos. De esta 

manera. al mantener integra pr.lcticamente a toda la población durante la fase estacion:u·ia de 

este cultivo •• se consiguió duplicar la actividad voluméuica obtenida en comparación con 

cultivos lote reali=dos en condiciones similares. pero en los cuales no se alimento glucosa 

durante la fase estacionaria. 

7.- Se diseño y estableció un sistema de fermentaeión automati=do para realizar cultivos 

alimentados exponencialmente. El sistema permite controlar y adquirir datos en lútea para 

monitorear los proceso de fermentación a través de la velocidad de agitación. la temperatura. 

el pH. el nivel de oxígeno disuelto. a.'ií como a punir de la velocidad de consumo de oxígeno y 

de evolución de bióxido de carbono y del coeficiente respiratorio. El sistema se afinó para 

controlar automáticamente el nivel de oxígeno disuelto a través de la velocidad de agitación. 

8.- Mediante la implementación de cultivos alimentados exponencialmente. con perfiles 

predeterminados de alimentación de glucosa. permitieron obtener un estado pseu<lo­

estaeionario respecto a la velocidad específica de crecimiento. a la concentración de glucosa y 

acetato en el medio de cultivo. así como en el incremento exponencial de la velocidad de 

consumo de oxígeno y de evolución de bióxido de carbono. Mediante la utili=ción de los 

cultivos alimentados. se logró reducir la acumulación de acetato y obtener un incremento en 

el tiempo de crecimiento exponencial y, en consecuencia en aumentar nueve veces la cantidad 

música de celulas generadas. cuando se redujo la velocidad de crecimiento de 0.37 a 0.058 h·1
• 
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9.- El estado pseudo-estaciomuio se perdio. no obstante que la glucosa fue alimentada de acuerdo 

a ios perfiles predeterminados y de que todos los minerales del medio de cultivo estaban 

presentes en concentraciones no limitantes. Este comportamiento indica que probablemente 

el(los) factor(es) de esporulación o los efectos pleitr6picos de la mutación degU32(HyJ 

limitan el incremento de la biomasa. 

10.- Contrario a la hi¡><)tesis de tr.ibajo planteada. en los cultivos alimentados exponencialmente 

limitados por glucosa se encontró que. a velocidades específica de crecimiento menores a la 

máxima. Ja actividad de 6-galactosidasa se redujo dnisticamente dur.inte Ja etapa de 

crecimiento exponencial. Este resultado indica que la exp1-esión del gene aprE es reducida por 

la velocidad de crecimiento cuando ésta es controlada mediante la limitación por glucosa. 

11.- También. contrario a lo que se esperaba. cuando los cultivos alimentados exponencialmente 

se llevaron a cabo a velocidades de crecimiento menores a la máxima. la producción de 6-

galactosidasa. fue prácticamente nula durante la etapa posterior a la de alimentación de 

glucosa. Sin embargo. ha sido reportado que la producción de proteasas y la expresión del 

gene aprE. en cultivos continuos realizados con medios complejos y en cultivos alimentados 

limitados por nitrógeno. se incrementa conti~nne Ja velocidad de crecimiento se reduce. Estas 

diferencias indican que el tipo de nutriente limitante tiene un efecto sobre la expresión del 

gene aprE. y que evitar Ja limitación por glucosa es importante para obtener una buena 

expresión del mismo. 

12.- Sin embargo. a velocidades de crecimiento cercanas a la velocidad máxima. al igual que en 

los cultivos lote, se obtuvo una producción de B-galactosidasa parcialmente asociada a 

crecimiento. Estos hechos sugieren que la limitación por glucosa reprime la expresión del 

geneaprE. 

NO CEBE 
B1BuO'fECl 
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13.- Utili7.ando cultivos lote con una concentración inicial de glucosa de 26 g/L. o bien cultivos 

alimentlldos exponencialmente realizados a una velocidad de crecimiento cercana a la 

velocidad máxima. se lograron obtene1· incrementos de 2. 16 y S veces en la actividad 

específica. en la actividad volumétrica y en la productividad volumétrica de 6-galactosidasa, 

respectivamente, con respecto a los resultados obtenidos en cultivos lote con medios 

complejos. 

14.- Finalmente, los datos obtenidos de la velocidad de consumo de oxígeno y de evolución de 

bió;><ido de carbono permiten detectar en línea el inicio de la fase estaciomuia, el agotamiento 

de ia glucosa y, si se rcquierela biomasá durante la fase exponencial. 
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vm RECOMENDACIONES 

En base a los resultados obtenidos, para trabajos futuros se recomienda: 

1.- Evaluar si el efecto de des-represión de genes de enzimas degradativas no asociadas a 

cn:cimiento utilizando medios miner..iles se presenta comúnmente en diferentes fondos 

genéticos de Racil/us subtilis. Así mismo. u-atar de discernir si dicho efecto se debe a cambios 

en la expresi,~n de las proteínas reguladoras u a ou-a propiedad molecular. tal como el 

enmllamiento del ADN y/o la expresión de factores sigma. 

2.- Con el fin de reducir el efecto adverso de la lisis celular durante la fase estacionaria. establece1· 

patrones de alimentación de glucosa durante la fase estacionaria de los culti~os de B. subtilis. 

Complementar está estrategia mediante la construcción de cepas que carezcan de la(s) 

enzima(s) que favorezcan la lisis celular. tales como la serin-proteasa inu-acelular (ISP-1 ). 

3.- Para incrementar la actividad y Ja productividad voluméuica de B-galactosidasa, se 

recomienda emplear medios complejos suplementados con glucosa. de manera que se obtenga 

una concentrnción celular elevada. un crecimiento rápido y se minimice el efecto de lisis. 

debido a la composición compleja del medio. 

4.- Evaluar la respuesta de la cepa recombinante bajo condiciones en las cuales la glucosa no 

fuese limitante durante la fase de crecimiento exponencial de cultivos alimentados. pero que 

tampoco estuviese en concentraciones elevadas. Dicha estrategia puede ser lograda limitando 

con otro nuaiente. por ej. niu·ógeno o tosforo. controlando la velocidad de crecimiento 

mediante Ja dilución del medio en cultivos alimentados exponencialmente. o bien mediante 

estrategias de control predictivas y/o estableciendo un control de lazo cerrado. La medición de 

glucosa en línea. mediante un anali=dor automático permitiría establecer el control de lazo 

cerrado. ~Hentras que Jos datos obtenidos de velocidades específicas de consumo de oxígeno 

y glucosa. así como los de evolución de bióxido de carbono permiwian establecer un control 

predictivo 
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S.- Utilizando cepas con diferentes mutaciones en los 1-cguladores de la expresión del gene aprE 

y realizando la adicWn de sobrenadantes de cultivos con una frecuencia de .espon:ilacil~n alta. 

evaluar si la perdida del estado pseudo-estacionado se debe al fonc.Jo genético de la cepa o a la 

formaci<~n de (los) factores de esporulaciún 

6.- Mee.liante la construcciún de cepas no p1·oc.Juctoras de proteasas inu-acelula,-es o midiendo la 

actividad de las mismas y evaluando la acumulaci<~n de material de i·eserva. detenninar cual 

es el parámetro fisiológico que disminuye la produccil~n de B-galactosidasa cuando los 

cultivos son limitados por glucosa. 

7.- Con el propósito de logr.ir concentraciones celulares mayores. utilizar otras cepas 

sobreproductoras que no presenten los efectos pleitrópicos de la cepa <legU32(Hy), es deci:i· 

emplear cepas en las que la esporulación se pueda reprimir mediante la adición de glucosa. 

8.- Realizar cultivos alimentados exponencialmente en medios complejos para evaluar. si la 

acumulación de metabolitos. tales como los factores de espondación y el tipo de medio. 

influyen sobre la cantidad que se puede obtener de biomasa y de B-galactosidasa. 

9.- En el medio mineral. evaluar si un cambio de velocidad de crecimiento de lento a uno 

ah-cdedor de la velocidad de crecimiento máxima permite obtener concentraciones celulaJ"es 

elevadas e incrementar la concentración de actividad enzimática. 

10.- Aprovechando que B. subtilis puede crecer hasta temperatums de SOºC. determinar si vadando 

la velocicbd de crecimiento por temperatura. en cultivos lote con el medio mineral 

suplementado con glucosa. permite incrementar la actividad enzimática de B-galactosidasa. 
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X APENDICES 

En esta sección se presentan con· un mayoa· detalle aspectos metodolúgfcos y l'esultados 
presentados de manera muy resumida·en los manuscritos. 

X.1 Mapa genético de Baci//11s s11bti/is 
Con el fin de complementar la información l'eferente a la construcción de la cepa BB804. 

realizada por Bolaños (1994). en la figura X.1.1 se muestra el mapa genético de H. subrilis 168. 
En dicha figura están resaltados con un pequeño 1narco los genes relevantes empleados para la 
construcción de la cepa BB804. 

FJ;¡. X.t.1 l\lapa genético de Baci/lus s11btilis 168 (Pig:;ot et al. 1990). Los pequeños 
recuadros muestran los genes que codifican para: las enzin1as alfa-amilasa 
(amyE), proteasa alcalina (aprE) y proteasa neutra (11prE); los aminoácidos 
glicina (g/y B) e histidina (his A): y para las proteínas reguladoras del 
promotor de la subtilisina DegU (degU) y Hpr (llpr). 
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X.2 Determinación de peso seco 

Secar. por 24 h a 65 ºC y en vacío. memb1·wtas de tetlún con un cm-re nominal de 0.22 µm 
(dos membranas por cada muestn1). Colocar las membranas en un desecado1· y pesarlas en balan7.a 
analítica. Tomar muestras de 100 mL. por duplicado. de un cultivo cuando la densidad <~plica a 600 
nm sea aproximadamente de: 0.1. 0.2. 0.3. 0.4. 0.5. 0.6 y 0.7. Filtrar con vacío Jos 100 mL de medii > 
utili7.ando las membranas de tetl,ín. Secar las membr-Jnas con las células a 65 ºC y en vacío por 24 
horJS. Pesar las membrana.-. con lus célulus secus. Por diferencia de peso y de acuerdo al volumen de 
la muestra caJcular la conc.:entr:.u;ilín celulw· en g/L. Relaciunw· por 1nedio de unu reg:resit)n lineal h.L ... 
lecturas de densillud óptica con el peso seco lletenninudo. A manera de eje1npln. la figura X.2. 1 
mucsb'U una curva de calibr.ich.ín <.JUC se llbtuvn para Ju estimacit>n üel peso seco (DCW por sus sigl~L-.; 
en inglés) a punir de mediciones de densidud úptica a 600 nm en el espectnfotúmetrn DU-70 de 
Beckmun. Como puelle observarse una unidall lle densillall 6ptica equivale a 0.35 g/L lle células en 
base seca. 

0.25 -~ 0.20 

8 0.15 
w 
UJ 0.10 o 
UJ w o.os ~ a. 

o.o o 
o.o 

Fig. X • .l.1 

DO = 0.35 [g/L DCW] 
r2 = 0.9978 

.. 
0.1 

... 
•o• 

• ,p• .. 

0.2 0.3 0.4 

DO (600 nm) 

.. . . 

o.s 

. . . 

0.6 

Curva de peso seco de Baci/lus s11bti/is en función 
de la densidad óptica medida a 600 nm. 



X.3 Determinación de proteína por el método de Lowry 

Este método esta basado en la formación de un C<>mpuesto colorido a partir de residuos de 
aminoácidos aromáticos proveniente de la hidrólisis alcalina de proteína celular. 

Preparar 1:.L..; siguientes st1lucitlnes 

REAcrlVOA 

REAcrlVOB 

REAcr1voc 

REAcrlVOD 

PROCEDIMIENTO 

CuS0,.51-1,0 al ll.5% y Tartrato de ·Na-K al l'P.. Antes <.le realizar ltL< 
Uetenninm.:innes .. 111ezclur {en la cantiUut.I necesaria) 1: 1 las Uos soluciones 
anteritll"es. 

Na,CO_, al 2'h-- en NaOH O. 1 N. Disolver 20 g de Carbonato <.le Sodio y 4 g de 
HicJníxillo de Sodio en 1 L de agua. 

A 49 mL de Reactivo B agregar 1 mL de Reactivo A. 

Soluci<ln 1: 1 de Reactivo de fnlin y agua. 

1.- T~>mru· una muestra de t mL del caldo de· fennentnciún en un tubo eppenuorf de t.5 mL. 
Centrifugru· por 3 minutos u 12 000 rpm. Separru· el sobrenadante del paquete celulm·. 
Congelru· las muestras en hielo seco. Si las muesu·tc• no son unulizad<L< inmediutameme 
almacenarlas en congelador. 

2.- Resuspender la p<L<ta celular en 1 1nL de agua destilada. 

3.- En un tubo <.le ensayo colocar 1 mL de Reactivo C y agregar 200 µL de muestra. Mezdar y 
uejar reposru· por IO min. Agregw· 100 µL del Reactivo D. Mezclar y dejw· reposar por 30 
min. Leer el color producido en el espectrofntómetro u. una longitud de onda de 590 nm. Leer 
conu·a blanco de reactivos. Para esto utilizar 200 µL de Agua <.!estilada procesada de igual 
manera t¡ue la 1nuestra. Re:.11izar cuUa Uetern1inacit.ín por c.Juplicm.Ju. 

ELABORACION DE CURVA PATRON 

A put'tir de una solm:ión putn'\n de albúmina bovina de t mg/mL. preparar lus siguiemes 

concenu·uciones de albúmina en agua destilada: 0.00. 0.025. 0.50. 0.10. O. 15. 0.20 y 0.30 mg/mL. 

Procesru· las muestras de acuerdo al procedimiento untes desclito. Relucionw· por medio de una 

1-egl'esión lineal las lecturas <.le Uensiüu<.J óptica con la concentracit.;n e.Je albúmina e.Je referencia. 

9l. 



X.4 Determinación de actividad de U-gnlnctosidaso t>Or el método modilicndo de l\'lillcr 

El método se basa en la fnrmaci(m de un compuesto colorido. el ONP. a partir de la hidr(ilisis 
específica del ONPG (0-nitrofenil-13-0-galactopiranosidu) por medio de la enzima L\-galactnsii.J,L~a. 
de acuerdo a Fen·ari er<1l ( 1 986 ). 

Prep:.u·ru· las siguientes S\llucit.lnes 

LISOZIMA 111 mg/mL 

ONPG 4.5 mg/mL 

Nu,CO, 1.2 M. 

TRITON XlOO 10%. 

AMORTIGUADOR Z. 

PROCEDIMIENTO: 

Disnlver 10 1ng Ue tisozhna en 1 _n1L i..l~·ugut(U.esti.lm.lt~. ~untener la 
snluci(n1 en .. efrigeruci(u1. No. utilizur. la.:•a.~.llu.:i.t'"ii1 ilespu~s ~le 1 día. 

Disolver 45 mg de ONPG. tb~n.ifrnt:1~i·l~l~-~I~~11::c~,;¡>irannsido) en to 
mL de agua destilada. Prepanu· la solución el d·ra del ensayu. Proteger 
de la lu"-

Disolver 12.72 g de Na;co, (M=W5.993) en !00 mL de agua 
destilada. 

Soluci<ín al 10% V/V de T1;t<ín en agua destilada. 

Nu,HPO, 0.06 M: NaH,PO, 0.04 M: KCI O.O! M: MgSO, 0.00IM: 13-
Mercaptoetanol 0.05M (Adicionar el 13-Me•·captoetun<'I antes del 
ensayo). 

l.- Tomar una muesu-a de 1 mL del caldo de fermentación en un tubo eppend<Wf de 1.5 mL. 
Centrifugar por 3 min. a 12 000 1-pm. Sepan1r el sobrenadante del paquete celular. C<,ngeltU· 
las muesu-ns en hielo seco. Si las muestras no son analizadas inmediatamente almacenarlas en 
congeladm·. 

2.- Resuspender la pasta celular en 1 mL de amortiguador Z. 

3.- Tomar 20 µL de muestra y agregar 710 µL de amortiguador Z. Preparai-. al mismo tiempo. un 
blanco que contenga 730 µL de amortiguador Z y proc.:es:ll"lo junto con las muesu-as. ProcestU· 
las muesu·as por duplicado. 

4.- Agregar 10 µL de la solución de lisozima y mezclar perfectamente. Incubar 1,)s tubos 5 •nin. a 
37'C en baño de agua. 

5.- Retirar los tubos del baño y ag1-egar 10 µL de la solución de Tdtún al lO'Yn. 

6.- Ag1-egar 100 µL de la soluci,;n de ONPG. Cronomcu·ar el tiempo de inicio de la 1-eacción. 

7.- Transfedr los tubos inmediatamente a un baño de agua a 2RºC por exactamente 15 min. 
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8.- Agregar 150 µL de la solm.:i,;n de Na,CO., para detener la reacci<ín. 

9.- Leer la absorbanc:ia a 420 nm contra el bl•mcn. Si la muestra tiene una actividad muy elevada. 
de manera que las lectu1w< de densidad (1ptica .~can mayores a ll.7. preparm· una dilucii';n 
apropiada de la muestra y pnl<:esarla de nuevo. a partir ºuel p•L~o No. 3. para realizar la 
determinación de actividad. 

La actividad volumétrica en U/111L a 28 .. C se calcula de la siguiente manera: 

Donde: 

AV 

Do 

380 

Dil. 

A V = l5Q X 380 X V.r X Di!. 
tX V" 

=Actividad voluméu;ca [U/mLl o [nmoles de ONP fmmado I (min. mL)I 

=Densidad óptica promedio a 420 nm [Abs.l 

=Reciproco del coeficiente de extinción molar del ONP [nmol de ONP / (mL Abs.)l 

=Volumen total de la reacción ( 1 mL) 

=factor de dilución <.le la muestra 

=tiempo de reacción pw·a la ti.11"11laci<~n de ONP ( 15 min) 

V_. =Volumen de muesu11 utilizado en.la reaccil~n (20 µL) 

La actividad específica (U/mg,...=. es decir: nmoles de ONP formado I (min mg••=) ) se 
calcula dividiendo la actividad voluméu;ca (U/mL) entre la proteína dete1"11linada (mg,.,..,.. I mL) pw11 
la misma muestra. 
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X.5 Determinación de ácidos orgánicos por HPLC 

Nota: Tooo el material utilizado para preparar las soluciones debe estar perfectumeme limpio y 
enjuug.at.lo abundante1nente con agua grac.Jn bi-c.lestilaUa. 

1.- Preparar ácido sulfúrico 5 111M con :.lgua gruJo bi-destilada recién recnlectuc.la. Filtrar Ja 
solución con 1ne1nb1'Un:.& lle 0.25 1-un. Deg.i.a.sar el a1nlu"tig.um.J¡n. hacient.lo tluir heli~'I grm..lo 
crn1natog1·átic\1 durante 15 1nin. 

'2.- Tomar una muestra e.le 1 mL uel caldo de fermentacil'>11 en un tubo eppenu\l1t' <.le 1.5 mL. 
Centrifugar por 3 min. u 12 000 rpm. Separm· el sobren:1da111e del pttque1e celular. Cnngelar 
el sobreni.u.lunte en hielo seco. A1111acenar hL..; n1uestra.."' en congeh.u.101·. 

3.- Una vez •¡ue las muestras <.le sobrenauante van a ser analizaua.• por HPLC. descongelar 1:.-•.• 
muesu·as y cenu·ifugarla.• <.le nuevo por '20 minums a 10 000 "g". Tomar 0.5 mL de.' 
sobrenadante (tener mucho cuiuudo e.le no tomar partes del paquete celulm· ni "nata" que sc-. 
fonna en la parte superior Je algunas 1nuestra."\ Ue fermentacil111) y colc.">Carlos en los viales 
especiales pw·a el uutuinyector. Identificar las muestra.• y colocw·lus en el uuminyectur 
(Waters 717). 

4.- Inyectar las muestras automáticamente con la ayuda del autoinyecim· y uel módulo 
p1·og.-amable para el suminisu·o de solvemes (Modelo 590 <.le Waters). To<.lo el sistema se 
configu1·ó para que sea controlado por el software para cromatografía de Wuters uenominuc.lo 
Maxima820. 

S.- La temperatura e.le la columna se controla a 6o·c. El sistema de sepru·uciún está constituíuc' 
por una pre-columna tlonpuk pre-column. 6x50 mm de Wute1·s) y poi· una columna 1.k. 
separación (fast fruit juice column. 7.S x ISO mm de Wuters) empacadas con una resina 
sulfonada <.le estireno-divinilbenceno. La eluciún se llevo u cubo isocráticumente utilizando 
H.SO, como fase m•'\vil a 40"C y utilizando un tlujo de l mUmin. Los compuestos fuer~w 
detectados con un refructúmetro diferencial (Wuters 410) a una sensibiliduu <.le 256 · 

. 6.- P.-eparaciún e.le curvas Lle calibración. Disolve1· en agua la cantidu<.l suficiente <.Je lo.<; 
compuestos a c.letenninw· en una concentración <.le S g/L. Realizar diluciones. y mezclal'lus <.:C•1 

las otras soluciones Ue los compuestos que se vayan a <.Jetern1inw· .. para tener cnncentruciune:~ 
<.le 0.02 a 1 g/L. La columna fue calibmda con soluciones patrón <.le lactato. acetato y 
propionato. Dichos co1npuestl'IS fuen..111 analizadas bajo h.L"t 1nismu..o.; condiciones Uescrita." 
antedonn·ente para la....¡ 1nuestra....;. Los tie1npos Ue eluciún pw·a los co1npuestos 1nencio11aUos 
ante1io1TI1ente fueron: 16.33. 13.86 y 18.97 minutos. respectivameme. 
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La tigut"a X.5. l muestrJ las curvas de calibración que i;e obtuvieron para la estimaci<'\n de 
·lactato. acetato y pmpionato a pru"tir del análii;is l"ealizudo poi" HPLC. 

1.60E+06 

e 1.20E+06 ·e -
~ 8.00E+05 -= ca e ce 4.00E+05 

O.OOE+OO 
0.00 

--Acetato 
--Lactato 
-- Propionato 

0.20 0.40 0.60 o.so 
Concentración (gfL) 

Figura X.S.l Curvas de calibración para acetato, lactato y propionato. 

X.6 Sistema de fermentación, programa y algoritmos de control 

1.00 

El equipo de fe1mentaci<'\n utilizado en el prei;ente trabajo. así como la instrumentaci\'\n 

auxilial" put"a monitot"ear y controla1· las fel"mentuciones ,;e muestran esquemáticamente en ia 

figura X.6.1. Se utilizó una jarra de fermentaci(in equipada con 4 mampm·ai;. de un fennentador 

Biofflo de la compañia New Brunswick. con un volumen nominal e.le 1.6 L. Dicha jart"a fue 

adaptada al ampliticador-cuntroladol" ""Maestro·· e.le la compañi:i Biolafitte. ei;te equipo permite 

controlar dos fe1ntentudores al mismo tiempo. El aire se suministró por medio <.le un aspersor e.Je 

orificio colocado c.lebajo e.le un agitador e.le tUt"bina e.le 6 paletas planas. La presión e.le entrada e.le 

aire se reguló. con la ayuc.la e.le un regulac.lot" e.le p1·esiún. a l kg/cm'. y el flujo e.le aire se contt"olú 

manualmente .mediante un rotámetro y se suminii;tro e.le manera estédl con un filtro abi;oluto e.le 
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0.22 µm. Pul"a mee.lit" y controlur algunas vuriubles físico-químicas. el fet"mentuc.Jol" se instrumente.> 

con sensot"es de pH (lngold). oxígeno disuelto· (lngold). tempet"utul"a. conc.Juctivic.Juc.J (pura el 

conu·ol e.Je espuma) y velocidad de agitucic.Jn. Lus vut"iubles antes mencinnuc.Jas fue1·on 

ampliticuc.Jus y cnntrolu.~ por medio del amplificuc.Jnr-controlac.Jor Muestt"n. La espuma fue 

eli1ninadu 1neUiante h.1 uUich1n autunHiticu de silic,;n gnu..lo ali111entic.;io al 1 O'i'r ( Du\v-Corning)._ 

El pH se control(• auto1no.ítica1nente. e.Jurante Ju fo.1se e.Je creci111iento exponencial. 1nec..liantc l:.1 

ac.Jici<ín de NaOH 2 M y durunte la fose estaciunul"ia. mediante la adichín de H_,PO, 0.67 !VI. La 

te111perutura se control(• autc.un;,ític:..u11ente a 37 .. C. 1nec.li:.111te el su111inistro Ue o.1gua a te1~1·J?~rutur:.l 

a111bic!nte a través Ue la chaqueta 111eto.ílico.1 c..lcl fer111entm.Jor y Ue suntinistro e.Je cuhu~, poi· ·~~~Úio. Je 

una purrillu e.Je calentamienw colrn.:uc.Ju en la base del fermentador. El pH. lu espín~~ y _lu 

temperatura se controlaron mediante controles del tipo apagac.Jo/encendic.Jo. 

E.,.¡'pc:ctrtínwtru 
dc:.1\-la..~• Cc•1nputadnru l'crsnnul 

liW..:rm•·fiiii 3H6 y pru,,:ruma de: 

t0.:=~:-~~~'"-~.\ Conrrul ••:\tcnlnr" 

Suhu:htn de s.:lut.:n~ puru 
Cnltl\"tts Alin1cnrudcts 

Figura X.6.1 Sistenta de fern1entación para cultivos lote y 
cultivos alimentados exponencialmente. 
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-·-·--·. __ J,.a velocidad de agitaci<)n inicialmente se controll1 a 600 rpm y cuando el ni.,:,el de 
~-· · ... ~ 

oxígeno disuelto bajo del 20% se estableció un control en cascada para incrementar y disminuir 

de m11J1era automática Ja velocidad de agitación. con el fin de mantener el nivel de ~xígeno_. -. 

disuelto al 20%. Cuando la actividad metab<11ica de las células disminuía. debido principuhne1Úe;·_,_:_ 

ul ug.ottunicnto Ue glucosa. lu velociUat.I Ue ugituchln se _1nantuvo a 600 rprn y en cnnse~Í.ieii~·.iu:C1 
oxíg.enn Ui."'ueltn incremento u valores mayores al 2oc;r. El nxígeno disuelto se cnntrnlll 111eé.liiii11e· 

un t.:ontrnl propnrcinnal-inte_gral-Uerivutivo .. utiliJ'.ancln )ns siguientes purú1netr·n~:' ~·;~~~:;í;Üi;~·lu: 
proporcional de 90. un tiempo integral de SO s y un rienipo derivativo de 1 s. ·',~'.1':;;'.~~~~f~t!' 

La concentración de oxígeno,_ biú_xido _e.Je carbono y nitrógeno se analizl). '.en :el~'g-4s'_tie 
venteo del fermentador mediante un espectrúmerro e.le musas (Mass gas unulyze1:; :r\1aA2'0i>o> .. 
Pedcin Elmer). El gas que se sumistrú al espectrúmetro. de musas se acondicionó p·.;_;.;,. :~;¡n;·{i~Ür:¡;1 ... 
vapor de agua y las partículas s<5lidas :Oenores a 0.22 µm. Esto se realil".6 .;~;:.ec~_,;;.{~·9 .':_un. 

condensador, refrigerado con agua a temperatura ambiente, ~n filtro absoluto de 0~22 --~~·:-;;>~n"u 
trampa de humedad (RT 1 OOA. Savant). El espectr6metro de masas c~e;.,·~a· ;:,cir;'"~t1ic.Jas 

·- :· -:: ~ :::,;,:,·F<;;: ·, ;-; ·. 
analógica~(0-1 O VDC) para cada uno de los gases medidos. de maneru que·, éstas_;fueron 

- ·-t· >;·Ji:,> --, 
e;,;·:,-, 

'.-.)_--.· < >.:~?;L~ti-
u·ansmititlus al controlador Maestro. 

,·.··. ,_ '· .;¡';.-.-. )t:,~~{t:< ·. -
Los valores de pH. temperatura. contluctivitlatl (pa1:a el contrCll del nh•éi ·ae:'espúm-a). · 

. . .· ·, -.. ·, :. '. -~: )_:,;~_ ,~;~·; ~,_:._: :·i·;~.:z:,:·t:f~'.,;'-·.:>. 
oxígeno disuelto. velocidad de ugitucitln. asf com_t: 1a ~~·~~-e~itra~~~·~- -~-~- _1?~-_:·g~~~~--~~c;·:··~':n.t~O. 
fueron tr:msmitic.los. por medio de una interfase RS'.!3:{ clei",;,;,pliflc~~or'.:¿;~tr;:,-lJt1~~e:-~~~:~i;.r;· ~-· .·. 

una computadora personal 386. Las señales reciblda~ • pci;:'-'iu 'cor..,"p<;~J~ól·u· fue~;;;., -·;~~]'¡'Q~das 
mediante el programu denominado Mentor e.le la c~n1~~fi'\";~/si~Í;füte.·L~·v61ocic.J;cÍ c.l~: cJ~s"umÓ 
de oxígeno. de producción de biúxitlo de carbono y dei"cocficie~te ~espiratorio también fueron 

calculados. durante el transcurso de la.~ fermentaciones, .mediante el programa l'vlentor .. Con _la 

ayuda del_ prngrama Mentor se realizó el almacenami.ento de las variables antes mendon_~das de 

acuerdo al siguiente algoritmo: 
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START / FIKISH PROCESS 

Elapsed.Time:O . Profile Time: 'o ·Time: 9:30 
Start Date: 29 SEP 94 Finish Dure: ·iPlánt:< ·: 2. 
Start Time: . 10:00:00 Finish Time: .<:SÚ¡uence: ·• .+ 
Batch Number: . 69 Proi.Juct: a: subtilis·. '::: PÜ!!e: " 1 

Step 
1 
2 
3 
4 
5 

Operator: LSL-BIOLAFITTE Starus: Fúmenting>Fiiiishei:.J .. 

Action 
SAFE 
LOGGINON 
LOGGTNON 
GOTO 
END 

PI P2. P3 P7 

02SO 1 02TO 1. U2DlH 02All t'ú2Cé11 :;,, .· ::. .:·• . 
02xn 1 02CO l 0'.?NO ¡' i>20UR' 02CER D2RQU 
2 

donde:•-• 

- SAFE es un comunc.lo que indica que' cou:l.'l las :·,,;d~iu'bles. ei1 e~~é ..!uso de planta 2 so11· 

puestas en un estado de maneru que si el valor (J.; Ju~a~·iuble :corÍtrÓluuu rebasa' l:ierms 

limites el comml deja e.le funcionar. Por ejemplo s_i el pH pasa deull \•albr ~-J .ccii1t~<:)t' d6:· 
',<· ~:··--

pH deja de funcionar 

- Pl a PS se refiere u los parámetros asignÚdos·u· l..,; acciones p1·ogramudus. 

- 02S01. OlTOl son cóuigos asignados u cada. u~a de las variables. En est.; 'cútliga'o'.i~ct 
1·efiere a Ju jarra de fermentucil~n No. 2 y ''-7"'' tres letras o números restantes son· 'asignados·· 

por el operador. SO! = velocida.J de ~~Í~u'dÓn.'TOl = temperatura. 001'-;;;fc);{{~~nl>. 
disuelto. AOl = pH. LO! = condu;;tivic.lu'ci~'xci'1 ;=oxígeno gaseoso. coi =·biúQ"iék~'.de· 
carbono gaseoso. NO 1 = nitrógeno. g~e'~$~k:.'(?iJ~ ~ velot:iüad de consum¡, ~~'~;~Jf±i.í~t 
CER = velocidad de evolución de biúxido).le carbt~no y RQU =coeficiente respiráforfo: 

- LOGGINON es el comando que utili;.a ~l ·¡;¡.;;grama Mentor para ulmacena/c.Í~~'(,;¡:.;•¿.;;, · 
' ~ • ' !' 

una frecuencia de l minuto. 

- GOTO 2 es un comando que indica que repita el puso No. 2 

- END indica el termino del algoritmo. 

En el caso de los cultivos alimentados se utilizó una bomba peristáltica de velocidad 

variable (Mastert1ex de Cole-Parme1·). Dicha bomba puede se1· conu·oladu de manera remota 
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mediante un_a señal anulúgica de 4 a 20 mA. Lu única señal unulúgicu que presenta el sistema 

Muestro es el de la velocidad de agitaci<~n del motor. La velocidad de agituciún. en el sistema 

Muestro. es controlada por medio de una señal anulúgica de O :i 1 VDC. Co!1siderundo lo untes 

mencionado y tomando ventaja de que el sistema Muestro puede controlar dos fermentadores ul 

mis1no tiempo. se construy ... 'í ';!11 dispositivo electrúnh.:n para convertir la señal analúg.h.:a U.el 

control de velocidad de O u 1 V a la señal unul(igicu. de 4 u 20 mA. de lu bomba peristáltica. De 

esta manera. con el co11trnlaUnr-a1nplifica<.lor Maestro y el prngnuna Mentor se pueUe controlar 

de manera automática la velnt.:iUac.I Lle rotación e.le la bo1nba perist•l1tica. Para llevar a cabn este 

control se utilizll el siguiente algoriunn en el progra1na Mentor: 

START I FINISH PROCESS 
Elupsed Time: O Prnfile Time: O · Time: 11:00 

1 Start Date: 29 SEP 94 Finish Date: Plunt: 
Start Time: 12:00:00 Finish Time: Sequence: 10 
Batch Number: 69 Product: B. subtilis Page: l 

Operutor: LSL-BIOLAFITTE Status: Fermenting Finished 

Step Action Pl P2 P3 P4 PS P6 P7 pg 
1 SAFE 
2 ALARMON O\SOl 
3 PRO FILE OlSOI 21 
4 CONTRLON O!SOl 300 310 350 500 600 
5 MAESTCON O!SOl ON 
6 LOGGlNON OISOl 
4 GOTO 6 
5 END 

donde: 

- ALARMON es un comando que permite establecer límites (supeiior e infe.-ior). pura 

mostrar una alarma si son rebasados. 

- PROFILE indica que se aplicará un perfil preestablecido. en este cuso pu1·ticulm· en Nú .. 

21 sobre la variable O 1SO1. Como se mencionó anteriormente. el control sobre lu 

velocidad (0\SOI) de agitación de uno de los controlud~>res dei";.1.mplificadm·-controladm· 

Maestro se utilizó pura controlar de manera automática lu velocidad de rotuci(m; y en 

consecuencia el tlujo suministrado por medio de lu bomba de ulimentuciún · de las 

soluciones de glucosa. 
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- CONTR;LON y MAESTCON son <.los comun<..los que se utilizan combinu<..los. Lu uccii\n 

<.le ambos permiten controlar el funcionamiento <.le una variable (O 1SO1) <..les<..le el 

programa Mentor. Es decir poner u funcionar la bomba. establecer límite~ inferior (300) 

y superior (600). así como puntos <.le contt·(>I. inferior (310). interméuio (350) y superior 

(500). En este cuso los núm:ros 300. 31 O. 350. 500 y 600 in<..lican lu veloci<..latl relativa 

que se aplic;.1ríu al control e.Je velociUaU Ue ugit:.u.:i .. 'in. es cJecir a la velllCic.hu.I e.Je rntacitín 

tle la bomba peristulticu. 

A manera tle ejemplo la figura X.6.2 muestra un perfil exponencial aplicado. en 111L/111in 

o rp1n. a un cultivn ulimentm.Jo en funci(111 c.lel tie1npo e.Je .alimentucUin. En Uichu figura se 

muestran las primeras 1 1 horas tle alimentaci(>n de la corri<..l'.1 <.le fermentación mo".tra<..la en lu~ 

t1guras l. del munuscrito Effect of g:ro\vth rute un the prn<.Juc~tiun of 13-galactosiUase fnun 

Escheric:hia coli in Hw:if/us subtilis using glucose-limite<..I exponential fe<..1-batch cultures. y 

X.11.4, del apéndice X. l 1: Cinéticas <.le fermentuci6n <.le cultivos alimentados exponencialmente. 

:5' e -í 
0.6S 

O.SS 

0.4S 

U.3S 

.;, 0.2S 
¡¡: 

O.IS 

o.os 
o 4 6 8 

Tiempo (h) 

10 

480 

460 

440 

420 

400 

380 

360 

Figura X.6.2 Perfil predetern1inado exponencial. Los parán1etros utilizados para diseñar 

el perfil predeterminado de acuerdo a la ecuación: 

F = (µX.V.exp(µt)) / (S, Y""') fueron: 

µ = 0.1733 h"'; X.= 0.4 g/L; V .. = 1 L; S, = 27.4 g/L; Y,.,,. =.0.4 g/g 
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Co1no se 1nuestra en la figu.-a X.6.2 .. la vuriacil111 del tlujn de la bl'llTiba .se p1·ogrumú. para 

vadar en intervalos de 15 1ninutos. En cada corrida de fermentación. en modo ·de ·cultivn 

alimentado exponencialmente. la bomba de alimentación de -glucosa (fig. X.6.1) ,;e ·calibró 

previamente. midiendo los flujos (mediante crm_?úmetrll y prnbetu),l¡Ue se obtenían al variar la 

velocid:1d de rotación de la bomba a travé,; de la sei\al. En to<las:l:is,corridm; de·fei·mentuci(m se 

utiliz6 un cabezul del Nn. 13 y munguera de silic11n. tmnbién del calibre. 13. de.lt1 compai\ia Cnle 

Parme1·. La curva üe c:.llibración nbtenic..la. Cllll un coeficiente e.le curreluciún e.le O.YYM8. para el 

perfil mostrado en la figura X.6.2 fue: 

Flujo de la bomba (m Umin) = rpm x 0.005234 - 1.77~ 13 

donde: 

rpm rep1-esenta lu sei\ul. de velocidad de agitm:iún del motor del fermentador No. 1 del 

amplificado1·-cont1·olado1· Maesti·o. que envía el pn1grama Mento1· por medio del pe1·fil 

predete1TI1inado. 

Cabe ucla1-ar que debido a que se establecieron perfiles de alimentación predeterminudos. 

la bomba de alimentación se podría hube1· controlado de manera independiente con otra 

computaüoru. Sin e1nbargo. se consiüe1·ó conveniente Cl'lntrulul"la lle la 1nunera ante.s de.scri.tu .. 

para pode1· uplicar a futuro un control de lazo ce1:rado pura la alimentación del (los) nutriente(s). 

·oebido u limituciún de espacio y principalmente u que el que suscribe no lo considera 

conveniente. detalles udicionules sobre la operució.nc":Y funcionamiento .del umplific.udor­

controlador Maestro y el prngramu de control Me1~.ú~r:110· sún descritos en el presente re~i11~te:. 
lnfonna<:ión adicional y detallada puede ser. cl1nslil~~d~; en· .los 1:i;iunuules .de operució;.; ·del 

controludo1· y prog1·umu. 
-..,·:. 
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X.7 Cálculo de la velocidad de consun10 de oxígeno, \'elocidad de evolución de bióxido 

de carbono y coeficiente respiratorio 

La velocidad de consumo c.Je oxígeno (OUR> y la velm:ic.Jad·c..le evnlución de bi<'\xklo de 

carbono (CER). fueron calcuhu.lns en-linea 1nie11trus se reulizubun h.1s corriüa de fern1entt1cilln 

por 1neUio c.Jel progra1na Mentor. Se estableció un balunce gaseoso sobre el fer1nentuUor y el 

OUR y el CER se calcularon tnmanc.Jo en cuenta las siguientes consideraci(u1es: 

X.7.u 

donde: 

- La composicil'm del aire. es decir la concentración del oxígeno. bi<>xic.Jo de carbonn y 

niu·ógeno gaseosos, a la entrada e.Je! fermentador. fue rilec.Jida a1~tes de iniciar las corridas 

de fen11entaci<>n. 

- El volumen de cultivo en el fennenta<.lor fue calcula<.lo. manualmente. en funci(~n de: 

volumen inicial: de las adiciones de úci<.ln, base. untiespumante y. en su caso de la(s) 

soluci6n(es) de glucosa: y del volumen retirado al tomar las muestras. De esta manera el 

volumen de operacil'ln fue actualizm.lo en el progra1na Mentor. En algunos cultivos 

alimentados la cantidad de ácido. base. untiespumante y glucosa adicionados fue 

excesiva. en función e.le Ja capacidad nominal del fermentador (1.6 L). En consecuencia 

fue necesaiio d1·enur un volumen considerable <.le cuido de termentación. En estos casos 

el volumen ele operación ta1nbién fue uctualizudo en el progr:unu Mentor. 

- El 1·otúmeu·o que se utilizó para suministra1· el aire a la entrada del fennentador se 

calibró mediante el desplazamiento e.le agua utilizando una probeta invertida. 

La velocidad de transferencia de oxígeno se cálculo de acuerdo a la siguiente ecuación: 

OTR _ ó~ 16666.7 [o .. ·.· ... -... b. ( N, ,,,. )] - V V . llN., .lOIII" N 
ffi " _::.::'.·'·~ '· lt>ITI" 

~';~ ~- ; '.,: . ... 
OTR = velocidad de transfer~n~id d~\~X.í~eno (n:imol de oxígeno I (m' s)) 
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On = tlujo volumétrico c.lel aire (L / min) 

V =volumen e.le operación en el fermentac.lur (L) 

Vm = volumen molar (22.4 Umul) 
. •. ~ 

o,.,. = fracción e.le oxígeno presente en el ail-e· a· la entrac.la del fennentac.lur (-) 

º'°'',. =fracción de oxígeno presente ~n el .gas'ilesalicJa e.Jet .fer1nentadnr (-) 

N:: 1,.. =fracción t.Je nitnígeno presente en el uire' a lu entn.u.la Uel ferrnentadnr (-) 

N:mrr = fraccilln de nitrc.ígeno presente en el gas <le salkla c..Jel fennentuUor {-) 

16666.7= factor e.le conversión e.le mol/ (L min) a mmol /. (m3 s) 

La velocidad e.le consumo de oxígeno se calculó e.le acuerdo a la siguiente: ec: 

X.7.b 

donde: 

OTR 

d(O,D)/dt 

OUR = OTR - c.l(O,D) 
c.lt 

= velocidad e.le consumo e.le oxígeno (mmol e.le oxígeno I (m3 s)) 

= carnbio e.Jet nivel e.le oxígeno c.lisuelto respecto al tiempo 

En los cultivos realizac.los en esta tesis el nivel e.le variación del oxígeno disuelto respecto 

al tiempo no fue significativo. de manera que se puede establecer OUR = OTR. 

Finalmente. la velocidad de evolución de bióxido e.le carbono se cálculo e.le acuerdo a la 

siguiente ecuación: 

X.7.c 

donde: 

CER = ºº 16666.7[co. ·( N,,N )-co. J 
V V1n - cllr1 N :! otrr .- •N 

CER =velocidad e.le evolución de biúxic.lu e.le carbono (mmul e.le CO, I (m3 s)) 

CO,.,. = fraccit~n e.le CO, presente en el aire a la entrada e.le! fennentac.lur (-) 
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co,o.,..= fracci(111 de co, presente en el gas c..le salida del fermentador(-) 

El coeficiente respin1torio (RQ en mutes de CO, c<hls111nido entre moles de O, 

con.sumidu) .. l1ue es la relu~iún entre la velncid~td <.le evohtchln Lle bÍ\'hd<ln Ue carbn1ul y la 

velocidad de consumo de oxígen~>. se calculú dividiendu el CER entr,e el OUR, 

X.8 Afinación de 1>anin1etros para el control autonuitico del oxígeno disuelto 

Para realizar el control automático del oxígeno disuelto. el ampliticadnr-contrulador 

Maestro permite utilizar un control en cascada a través de la velocidad de agitaci<!n. El diagrl:'ma 

mostrado en la figura X,8, 1 ilustra como se lleva a cabo di<:ho contn1l: 

Control 
1"1aeslro 

Controlador de 
oxígeno disuelto 

Control 
Esclavo 

Controlador de 
velocidad de 
agitación 

1---º~p- Fermentador 

Figura X.8.1 Diagrama para el control dt:I nivel de oxigeno disuelto 
en cascada con el control de la velocidad de agitación_ 

En este esquema el controlador calcula el erl'Clr (E) sustrayendo el valor medido (MV) del 

punto de control No. 1 (SPI) en el cont1·olado1· de oxígeno disuelto, El controlador realiza un 

cálculo sobre un ciclo c..le control del tipo Proporcional-lnteg1-al-Del'ivativo (PID) y genera una 

señal c..le salida. Esta señal de salida es enviac..la al controlador de la velocic..lad de ugitaci<'in .. 

generándose un nuevo punto de control (SP2). Se genern. u~a seña.1 de salida analógica .. tOP> la 

cual es enviada ~ la ta1jeta de contl'ol de la velocidac..I de a.ghm:iún. la .cual incrementa o 
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disminuye la velocidad de agitucilín con el prnp(>sitn de mantener un valor constante de SP 1. 

Pas·u generar Ju .o,;eñal <.Je salitlu .. el c.:nnr:rnJ PID del t1:mp_Jitic:.u.~~w-controludnr Muestro utilizu Ju 

siguiente ft>rmulu: 

Seiial de salida= IOO x E 
P (RH-RL) 

+ IOO xJE di + 
P (RH - RL) 1 

llJO D dE --------x--
p CRH - RL) 1 dt 

donde: 

E es el e1n>r (valor del punto de control - valor medido) 

es el tiempo 

P es Ju banda propon:ional 

I es el tiempo integral 

O es el tiempo derivativo 

RH es el valor máximo de la variable a controlar 

RL es el valor mínimo de la variable a controlar 

El ciclo de control PID se atinó de acuerdo al método de ciclo cerrado de Ziegler y 

Nichols (Lim and Lee. 1991 ). siguiendo las instruc<:iones indicadas en el manual proporcionado 

por Biolafitle (LSL Mentor. Mencnr Concepts. 1989. pp. 15): 

l.- Colocar el valor de 0.5 u la constan re P. 

Colocat" el valor de O a la constante l. 

Colocar el valor de O a la constante D. 

Colocar el valor deseado en el punto de control del nivel de i.1xígenn disuelto (20%). 

Poner a funcional" el controlador y registmr los datos. 

2.- Observar el comportamiento de la variable u afinar ('m de oxígeno disuelto). Las 

mediciones deben oscilar alrededor del punm de control. Permitir <¡ue ocm'ran varias 

oscilaciones y graficar las 1nec.Jiciones en funcil>n <.Jel tiempo. 

3.- A pa11ir c.Jel gráfico obtenklu calculur los siguientes parii1netros iniciuJe.'i: 

P =(Tamaño de la oscilaci<ín I (RH - RL)) x J 110% 

I = Períoc.Jo del ciclo en seg~1n<.Jos 
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D =(Período del ciclo en segundos)/ (500) 

La máxitna velocidad de adquisiciún de datos del programa Mentor es de l min. de 

mune1·u que para realizar la atinacilu1 Uel cun11·ul PID. n.l.~. 1-e~ulta conveniente utiliz:.1r el registro 

e.Je cJutus pur n1edh 1 del progra1!1a 111c!nciun:.u.lu. En Cl.u~S~~~1e.11":h1. p:.n·:.1 afinar In"' paní1netros Pt D 

c..lel control e.Je uxíg.enu Ji.suelto .. a un nivel \.ICI '20'.h- .. tus Ji.itus se reg:isu·arun ~·:.u.la ·"'egunc.lu cun la 

ayuUa U.e una irnpn:!sura Je 1natriz e.Je puntus. La fig.ura ?(.S.:? 1nuestra las anec..liciunes ubtcnit.Jas 

para el </r Ue oxígeno disuelto. en funchín cJel tie1npu de :.u.:uen..lu al pnl ... :edi111ientu Uesc.:ritn 

antel"iortnente. T:.1les 1nedh:iunes fueron obtenic.Jas en un cultivo por lote l.le ta t.:epa Uc: Uacillus 

subrilis Kll4. utilizundo para ésto el medio mineral suplementado con lll g/L inid:iles de glucllsa. 

Los datos fue1·on nbteni<lns durame la etapa de c1·eo:imi_ento exponencial. cua':"'do se tenía una 

concentraciún celular de upnlx.i1naUa1nence 2 g/L. 

"º 
50 

~ 
411 

j 311 

i ro 
6 20 

to 

u t_.._.._J._.._._JL..,, ..... _J_,,__....1....:.... ......... .J...:::...:~..i.::::.:.....::..i.:.::...::;;.::;.l..!;....;,.;...;.'..L..~......J 
o 30 "º 

Figu1·a X.K.2 Ciclo de afinación de control PID para eL oxígeno disuelto. Para mayores 

detalles consultar el texto de la sección X.K. 
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De acue1·do a la figm·a X.8.2 los valores iniciales que se obtuvieron para los parámetros 

PID fueron: P = 50%; 1 = 60 s: O = 0.12 s (en términos prácticos este valor es igu:il u cero). Sin 

embargo. al emplear directamente tules valores en una corri<.la lle t"ermentución (figura X.!(3). en 

condiciones si1nilares u las descritt1s pura la t1g;11·a X.H.2. las vt~ri:.u.:innes en el cnntrnl del 

oxígeno Llisuelto en.in 1nuy grandes. En esa 111is1nu cnrri<.lu se Uecic.lic.í re-;.1justar de nu1neru 

empfric.:a los purá1netrns antes 1nencinnadns. Riesenberg ,,,, al ( l 9CJ()) reporta valores <.le P iguales 

a 50 y Yll'if>. pura fermentaciones de E. coli. en fermentu<.lores <.le 30 y 4511L. respectivamente. 

po1· esta ntzlín se Uecidic.í probar un valor Ue P = 90'ñ-. Sin e1nburgn enano se observa en la figura 

X.8.3, con el fin de estabilizar rápidamente el nivel de oxígeno disuelto. se rel1uiere de un valor 

de 1 > O Como se muestra en la figura X.8.3 los parámetros con los cuales se obtiene un control 

del oxígeno disuelto sin grandes vuduciones son: P = 90%: 1 = 500 s: O = O s. En una 

fe1TilentacilSn posterior se observlS que u concentraciones celulares mayores a 2 g/L al aplicar los 

parámetros PID antes definidos el nivel de oxígeno disuelto no se estabilizaba rápidamente. este 

comportamiento se corrigi6 ajustando eJ valor de O = 1 s. En consecuencia. para las cor1idas de 

fe1TI1entaci6n reportadas en este trabajo el oxígeno disuelto se conti·oló mediante un control 

p1·oporcional-integral-deiivativo. utilizando los siguientes parámetros: una banda proporcional de 

90, un tiempo integral de 500 s y un tiempo derivativo de 1 s. No obstante. como puede 

observarse en varias canillas de fe11nentación en la seccilSn X.11. el control de oxígeno disuelto 

p1-esenta grandes variaciones. Estas variaciones se deben plincipulmente a que el control se 

desestabiliza cuando se aga·ega ~ntiespumante. y.ª que cuando el los cultivos que se alcanzan 

concentraciones celulares mayores a 1 O g/L. los parámetros antes afinados no resultan del todo 

adecuadós y la amplitud de las oscilaciones en el control se amplifican. 

X.9 Diseño del medio mineral suplementado con glucosa 

Con el propósito de evaluar la respuesta fisiolúgica y la producci6n de 13-galactosidasa a 

vruiaciones en la velocidad de c1-ecimiento, en la cepa de Buc:ill11s sztbrilis 804. se diseñó un medio 

mineral conteniendo únicamente una fuente metabolizable de carbono (glucosa) y una de nitrógeno 

(sulfato de amonio). 
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Figura X.8.3 Reajuste de parámetros de control PID para el oxígeno disuelto. Las líneas 
verticales Indican el tien1po al cual se can1biaron las constantes de acuerdo a 
la tabla inferior. Las nechas indican el tiempo al cual el controlador se apagó 
con el fin de inducir una perttirbación. Consultar el texto para detalles 
adicionales. 

Considerando que utilizando medios minerales con glucosa se obtiene un renuimiento 

aproximado de 0.6 g de biomasa / g de glucosa (Frankena et al. 1985: Snay et al. 1989). inicialmente 

se decidi6 elaborar el medio con IOg/L de glucosa pura obtener alrededor de "5 g/L de biomusa en 

base seca. Valores alrededor de esta densidad celular se crn1siueraron convenientes pw·u obtener 

material para reali7.ar análisis de la.~- muestras de fermentución y pw·u evitw·. en la medida de In 

posible, limitaciones por transferencia de oxígeno en el fennentador. Pw·u que el medio estuviese 
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limitado por glucosa. se utiliz(\ una relaciún C/N <.le 5.5. De manera que la cnncentraci•ín de sulfoto <.le 

amonio en el medio de fe1mentaciún es <.le 4 g/L y se vuelve limitante · cuan<.lo se alcunzun 

concentraciones <.le biomusu mayores u 6.4 g/L. Así 1nis1no. pura proporcionar un poder 

u.rnortiguunte. a Lfn pH=7. el medio de cuhivo se co1nple1nentt> con thsfatos a una cnncentraciún 

molar de 0.07 (5.32 y 6.4 g/L <.le K,HP04 y KH,P04. respectivumente). Finalmente. el me<.lin se 

suplementó c.:nn Ju." sales uUici,lnuc.h.L'i ul 1nedio de cuhivo Sclu1efter (Wang. 1992). hL" cuules se 

agregun en el siguiente on.Jen y en ""·unti<.la'-1 suficiente pan.a obtener has siguiente concentr:u.:iones en 

mg/L: MgS04.7H,O 400: MnCI, 5: CaCI, 40: y FeS0,.7H,O 30. 

El me<.lin <.le cultivo ba.'e se prepara disolviendo el .<ulfato de amonio y sales de thsfutn en lu 

cantida<.I con-espon<.liente <.le uguu <.lestiladu. Se ajustu el pH=7 con sosu concentruc.la y se esterilizu 

du1~nte 15 minutos. Se p1-epw·un y se esterilizan por sepw·uc.Jo soluciones putrón <.le la.< demás sales. y 

se adicionan en el orden mencinnat.Jo en el párrafo unterior al 1nec.Jio e.Je cuJtiv<.1 base frío. La :-¡olucilín 

patrón de glucosa se prepara y estel"iliza por sepuru<.lo. Dependiendo del tipo de cultivo a reali7.ur (lote 

o lote alimentado) la glucosa se a<.liciona <.les<.le en inicio en la concentraciún deseada. o se alimenta <.le 

acuerdo a los perfiles e.le alimentaci<>n untes <.lescritos. 

X.10 Cinéticas de cultivos lote a nivel fermentador 

En las siguientes púgina.s se p1-esentan las cinéticas de fermentm.:iún :para :::tÍid,;s·::f,;;. 

cultivos lote. a nivel fermenta<.lor. reportados en el manuscrito: Tmpro',;;;~:,;e'1~C-.·;,(;;_.;·ldtlire 
- ~ .- -~;. - . ' .... ' '' 

conditions to overproduce B-galaétosi<.lase from Esd1erit.:hiu c.:o/i in ]Jcici//i~:,:-;;¡,jj¡¡¡ú.\Ó_eb,ido a 

que la fuente de nitr6geno (sulfato de amonio) en el medio de cultivÓ·.s~\/~~IJ~-:li~l~u;~te ~ una 
- -. . " '. .~' ::,--'-.. ~-o:/.;::.:-;,.éli).~_:c;;._::,:\"!./., (.:~5:'/::~; ·! . '.~ ., -·. -

concentraci<5n celulw· de 6 g/L. en ulgunos <.le estos cultivos hubo_ n"'.~~-~,i~;~_:,~-~;agregár.de nuevo 

y en condiciones asépticas. todas las sales del me<.lio de cultiv_o~ El;-tienipo'··at' b°ii'ul \e i·eulizurÍin 
'"'~':.·,~--- --~-,·~!' -~ ¡:~~'l·' '::'.'~ ';'·:;:·--

dichas adiciones están indica<.las mediante flechas <.lobles. '.--_: 'i.5,/:\'-'i , .. ·;·:··--
.~>- .-.:~,~·-- - ;~7'< -" 

,· . :'.. 

En resumen en las figuras se presentun los siguientes parúi'~el:"roS:·. 
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Primer panel: crecimiento celular (Bimnass). proteína intracelular (Prntein) y velncidm.I 

de consumo de oxígeno (OUR). 

Segundo panel: glucosa remanente en el medio de cultivo (Glucose) y nivel de ox.ígeno 

disuelto en el medio de cultivo (Dissolved O,). 

Te1·cer panel: producchln de acetato (Acetate). velocidad de evolución de CO, (CER) y 

coeficiente respiratorio (RQ). 

Cuarto panel: actividad específica (Specific B-gal activity) y volumétrica (13-gal activity) 

ele B-galactosidasa intracelular. 

110 

' i.. 



~ 

1 
~ 

6 -5 ~~ 
.¡¡ ~ 4 ~ e 3 = = .S-=- = 2 i:.:: • o 1 

:;;;¡ 
o 

o 

~ 
12 
10 ~ 

"' 8 º ... ~ 
~ 6 ~ G ... 

4 1 
"V 2 l!S 

o -
wl ~ 

o.s 24 ~¡ 
8 1.5 0.4 20 
O' ~ 16 ! i:.:: .s 0.3 

1.0 ~ 12 i:.:: < 0.2 ~ 

0.5 
8 i;..> 

o 0.1 4 
1 o.o o.o o 

-~ ¡ .. 20 30 -~ ~ ¡ 

-~ ..J 16 24 .. 
l :::3' 

~ i 12 18 = ...::: 

! _; = 2. 8 12 2. .... e ·a o 4 6 o 
=-en o o 

o 2 4 6 8 10 12 14 

__; Time (h) 

Figura X.10. l Cinética de cultivo lote con una concentración inicial de gluc<>sa de 11.6 g/L. 

111 



~ 

~¡ 
~ 

!1 ~I~ 
-!!.! .... _ 

= ~ :§ 
~ e 

E E E = ..s ""' = =::: 

• o ;::¡ 
o 

~ 
12 
10 

100 §: 
~ 8 80 o~ 

= 6 60 "8 o 40 
... 

4 <S 

20 
¡:¡ 

'V' 2 l:5 
o o 

2.l 
o.s 24 

-¡;;-

~ 
.... -

8 1.5 
20 :§ 

:§ E 
O' 16 .§, =::: 1.0 ¡::. 12 =::: <· ¡;;;;¡ 

o.s 8 u 
<> 4 

1 o.o o. o 

-~ 
.. :::; 40 ... 

32 
.. :::; 

~ 

i 5 ... ·¡¡::. 

:., J 24 ~ --s 
~ e: 

= ~ 16 8 ~ 
u 8 = 11:: 

l 8 o o 
i;,.) 

2 4 6 8 10 12 

Time (h) 

l'igura X.10.2 Cinética de cultivo Jote con una concentraci6n inicial <.le glucosa de 11.2 g/L. 

112 



~ 

¡1 
~ 

10 24 
~ 

20 ~ 
8 --= ~ 16 ;:§ 

l 6 S! 
12 = 

ª 4 .s 
8 == • o 2 ;;;;¡ 
4 o 

o o 
~ 24 100 

~ ::B 20 
"" 80 o-
~ 16 

12 
60 -e 

~ 
8 40 j 

V' 4 20 = o o 
~ 

2.01 
s 24 ~ 

8 1.S 
~ 4 20 -:; 

it s 16 ª = 3 
1.0 "E 12 == < 2 ~ 

o.s 8 <:..,¡ 

<> 1 4 
1 o.o o 

·= 100 
·f .. ·= 
~ 

~ 80 ~~ !:::: 

1".. I 60 "ª ~ = 40 ~~ ... 2. -= 1: 

"i 20 o 
D 

en 
2 4 6 8 10 12 14 16 

Time (h) 

Figu_ra X.10.3 Cinética de cultivo lote con unu concentrución inicial de glucnsu de 25.9 g/4. 

l. l.3 



ll 
~ 

40 
~ ~ 32 ~ 

j 
~ ... 24 ~ E 

~ 16 ..s 
=: 

• 8 ;:::;¡ 
o o 

o 

:::s 100 ~ ~ 80 
~ o-... 60 'il = ~ 40 .... 

"V 20 ~ 
o 

2.01 40 -
~ 

~ 

32 "'e 
8 1.5 ~ 
O' .:: 24 e 
=.:: e: ..s 1.0 "E 

< 16 =: 
¡;,¡ 

0.5 8 e:..> 
<> 

1 o.o o. o 
.!';> -;: 80 
·¡;: .. -;:: € '"'5 -.. 60 ... .. _Q 

~ ~-
"E "' = :t 

.. 40 .e .,,,, 
~ u ;§ e. 

11: 20 
"i o 
C'-l D 

2 4 6 8 10 12 14 16 

Time (h) 

Figul"a X.10.4 Cinética de cultivo Jote con una concentración inicial de glucosa de 30.6 g/L. 

114 



1 
8 16 

~ 

~ ~ 14 -!!? 
~-6 12 i = ~ 10 

! = 4 8 ! o 
6 = c:i:: 

• 2 4 ~ 

o 2 o 
o o 

~ 
16 

~ 14 ~ 12 

~ 
10 o-

8 ~ 
6 ~ 

¡ 

~ -' 4 
V' 2 ..,. o 

_, 

2.0 i ~ 

! 8 1.5 ~ 1 ..l O' ~ 
c:i:: 1.0 "E .5. 

< c:i:: 
~ 

0.5 u o 
1 ' 

o.o _, 
""= ~ so ... ;a ~ \ ~ "" .... 5 40 "" 

·¡;: ._, = i 
·.:: .... z, ~ 30 = = ..§ 20 ~ ... ::.. = -= "i 10 o r; o o ¡ "' .._. 

2 4 6 8 10 12 14 16 18 

Time (h) 
...... 
~' 

Figura X. l 0.5 Cinética de cultivo con alimentación constante de glucosa durante la fase 

estacionaria. precedido por un cultivo lote con una concentración inicial de glucosa de 10.9 g/L. 

1··· l.l.5 



X.11 Resultados de cultivos alimentados ex1>oncncialn1cnlc 

X.11.1 l\·IANUSCRITO: Effect of growth ratc on thc 1>roduction or IS-galactosidnse from 
EsclterichiL1 coli in Bacil/us subtili.\· using glucosc·li111itcd exponcnlially fed-balch 
cultures 

El efecto que tuvo Ja velociumJ específica e.le crecimiento sobre la producci6n e.le B­

galactosidasa utili7..ando cultivos ali1nentauos exponencialmente se presentan en el manuscrito: Effect 

of growth rate on the production of B-galactosic.lase from Esclwrid1ia coli in Hucillus s11/11ili.•· using 

glucose-limited exponentially fec.1-batch cultures (pags. 117- 140 de esta tesis). el cual se someterá a 

Enzyme and Microbial Technology. y por consiguiente está integrado en esta sección. 
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ABSTRACT 

The effect of specific growth rate (µ). using glucose-limitcd exponentially fcd-batch cultures, on the 

production of B-galactosidase from Escherichia coli in Bacil/us subtilis was asscsscd. The mutations 

hpr2 and degU32(Hy), which are known to overexpress the subtilisin (aprE) gene. were used jn 

combination with the /acZ gene chromosomally integrated under conu·ol of the regulato1-y 1·egion of 

the aprE gene. Constant µ. in the range of 0.058 to 0.35 11·•. were maintained using minenll media and 

computer-controlled pre-determined glucose feeding profiles. At ali growth .-ates tested. a pseudo­

steady state in µ was obtaincd. As pre-dete1mined µ was reduced from 0.35 to 0.058 11·•. pseudo­

steady state was maintained from 9 to 46 hours. However after such elapsed times. a charactcdstic 

sudden decrease in the slope of log of biomass concentration against time and an accumulation of 

glucose and acetic acid, indicated that control on µ was lost. Moreover, commitment to the stationary 

phase was irreversible, in spitc the fact that glucose was fed in accordance with the pre-detennined 

profile and that all other minerals were present at non-limiting concentrations. Reduction of µ resulted 

in a decrease of accumulated acetate and a 4-fold increase in maximurn biornass concentration For 

cultures rnaintained at a growth rate close to the rnaxirnum, specific enzyme activity remained 

relatively constant during the fed-batch phase. In contrast. for cultures rnaintained at a µ lower than 

0.2 t(. specific and volurnetric B-galactosidase activity decreased duting the fed-batch phase. reaching 

a value close to zero before glucose feeding was stopped. Maximum B-galactosidase activity, dudng 

the stationary phase. was obtained at the rnaximum µ. whereas it strongly decreased at lowe1· values of 

µ. This suggests that glucose limitation and µ reduction duting exponential growth phase. represses B­

galactosidase production during the exponential and the stationary phases. 
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INTRODUCTION 

Due to its capability to produce and secrete large arnmounts of proteins and to its ORAS status (de 

Boer and Diderichsen, 1991), Bacillus subtilis is commonly ~d as a host for the industrial 

production of enzymes (Arbige and Pitcher. 1989). _ Several expt'CSSion systems have been used for 

such a purpose. One of the best described in the literature is based on the use of the regulato1-y region 

of the aprE gene (Ferrari et al .• 1993). This gene codes for the alkaline protease subtilisin. and its 

expression is regulated through a very complex network (Valle and Fen-ari, 1989. Fen-ari et al .• 

1993). As a model to study the effect of different fennentation variables on protein production in 

recombinant B.subtilis strains. the production of B-galactosidase from E.coli. using the aprE 

regulatory region to express the /acZ gene has been used (Pierce et al., 1992; Rincon et al .• 1994; 

Martinez et al .• 1997). However, despite. of the large arnmount of data on the basic aspects of aprE 

regulation, the information of the effect of specific growth rate (µ), fermentation conditions and the 

behnvior dming fermentation of overproducing B. subtilis recombinant strains, is scarce (Pierce et 

al., 1992; Rincón et al .• 1994; Oh et al., 1995). 

Particullarlly for B. subtilis cultures the appeareance of asporogenic and non-producer mutants can 

limit the utility of chemostats (Dawes and Mandelstam. 1970; Heineken and O'Connor. 1972). 

Fut"thermore, it has been found that the spomlation process in B. subtilis is triggered by the 

accumulation of sporulation factors (Grossmann and Losick. 1988; Waldburger et al., 1993). Thus in 

order to obtain the maximum production of recombinant proteins associated to the sporulation 

process. as is the case for the aprE gene. a very low dilution rate or a strategy of two-stage continuous 

cultures could be required. However. in contrast to chemostats, in exponentially fed-batch cultures 
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(EFBC) ali cellular proclucts are accumuluted in the culture broth. the stationwy stage can be easily 

induced through nutrient depletion. and it can be operated ut or above the maximum specific growth 

rate without washing-out the.culture. Furthermore. EFBC have been used to obtain high-cell-density 

and high-productivity cultures (Yamane and Shimizu. 1984; Yee and Blanch. 1992; Riesenberg eral .. 

1990). and huve been shown to be a powe11"ul expedmentul tool to assess the effect of growth rate on 

hete1·ologous p1·otein production (Ramfrez eral .• 1994). Therefore. in this work we evaluated if a 

conn·ollt"d growth rate dut;ng exponential growth phase. have un effect on B-guluctosidu..'e production 

dudng the vegetative und stationwy phases. using glucose-limited EFBC. 
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MATERIALS ANO METHODS 

Culture rnedium and strain. A mineral media. rcportcd elscwherc (Martfnez et al., 1997), wns 

used in this study. All cultures hadan initial glucosc concentration that ranged bctween 0.4 to 0.6 g/L. 

Such an initial glucosc concentration was due to can-y-ove1· from inocula. Two h after inoculation, a 

glucose concentrated solution, ranging in the vaiious expe1iments from 40 to 500 g/L. was added 

ascptically according to a pre-determined profile desclibed below. To p1·event niu·ogen-sou1·ce and 

other nutrient limitations, ali the mineral salts were added again when biomass reached 6 gccw"L. as 

the nitrogen source becomes limiting at such biomass concentration. The su·ain used in this study wns 

aB; subtilis with the /acZ gene from E.coli unde1· the conu·ol of the aprE.1-egulatory region, integrated 

into the chromosome. The strain also has the hpr2 and degU32(Hy) mutations, which ru-e known to 

cause aprE overcxprcssion (Ferrari et al., 1986; Martínez et aL, 1996). 

Fed-batch cultures. A 1.6-liter fermenter, operated at 37 ºC and sparged with 1 lpm of air, wns 

maintained at a constan! pH of 7.0 and at a dissolved oxygen concentration above 20% of air 

saturation. After an initial batch phasc of 2 h, the fed-batch operation wns initiated. The fed-batch 

scheme was implemented using a computer controlled open-loop with a pre-determined exponentially 

incrcasing feeding profile. It is important to point out that in an EFBC, upon reaching a quasi-steady 

state, the gh,1cose concenu-ation 1-emains constan! and close to zero, and the specific growth rute (µ) 

can then be controlled at a constant and pre-determined value. Hence, glucosc flow rate (F) profiles 

werc established according to the following equation (Ya.mane and Shimizu, 1984, and Yee and 

Blanch, 1992): 
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F 
µ X 0 V 0 exp (µ t) 

y s 
X/S 

(1) 

where S; is the subsu-ate concentrnlion in lhe inlet su-eam, V 0 ::md X 0 are lhe volume and biomuss al 

the initiation of the fed-balch phase, l is lhe elupsed time of lhe fed-balch phase, and Y""' is the cell 

yicld on glucose. This equalion shows úial EFBC can be employed for conu·olling µ al u p1-e-

dctennined or desit-ed value, simply by selecling the limiting subsu-ate flow rate and knowing lhe cell 

yield, initial volume and cell concentration. According to the measm-ed V 0 and X 0 , and the desit-ed µ, 

an S, was chosen based on thc minimum rcsolution flow rate of the feeding pump used (Masterflcx, 

Colc-Parrncr, Barrington, IL). Thus, thc lowcst µ tested, con-esponded to the lowcst S; used. In the 

cxperimcnts at low µ, after a high biomass conccntration was reachcd, a shift to a highcr S; and lower 

F was performcd. Such a strategy was used to avoid large volume inc1-eases. In ali cultures, V 0 was 1 

liter and Y XJS was taken as a constant valuc of 0.4 gocv./SoLuc as determined elsewhere (Martínez et al., 

1997). Experimentalµ was calculated from total cell mass by taking into account the volume change 

dming the cultures. 

Analytical methods. Oxygen uptake rnte (OUR) and carbon dioxide evolution mte (CER) were 

dctermincd from a gas phase balance and using a Perkin Elmer mass specu·ometer (MOA, Pomona, 

CA). lntracellular protein was measured by the Lowry method and cell concentration was determined 

first as an OD measurement. This value was converted to dry cell weight using a standard curve .• 

Glucose and organic acids in the supernatant were determined in an enzymatic anal)_'zer (Ektachem 
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DT60 II. Kodak. Rochester. NY). and by HPLC. 1-espectively. Jnu·acellular B-galactosidase activity 

was detennined by a moditication of the method of Mille1· (Fem:ui et al., 1986). One enzymatic 

activity unit is define~ as the umount of enzyme hyd1-olyzing 1 nanomol of o-niu·ophenyl-B-0-

galactopyranoside (ONPG) per minute at 28 ºC. 

A detailed desctiption of cell bank, inocula development, fennenter operating conditions. 

compute1ized control systems. and desctiption of ali analytical methods can be found elsewhere 

(Martínez et al. 1997). 
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RFSULTS 

To ~ the effect of specific growth .rate (µ) on 8-galactosidase production and on the relevant 

kinetic and stoichiometric parameters. initially EFBC of B. subtilis we.re conducted at relatively high 

and lower values of µ. The typical behavio1·s of EFBC open1ted at µ close to halt" and close to the µ 

obtained du1ing exponential growth of batch cultures (0.42 h·1
; Martínez eral .• 1996). a.re summwized 

in Figs. 1 and 2. 1-.:spectively. The fed-batch phase can be identified in Figs. la and 2a from tite 

culture time when glucose mass tlow rate profiles increased exponentially. 

Fed-batch phaSe culture evaluation. For the culture maintained ata pre-detetniined µ of 0.17 11'. 

a pseudo-steady state was rapidly reached after initiation of the fed-batch phase, as observed from a 

controlled exponential increase in biomass concentration (Fig. la). and a glucose concentration close 

to zero (Fig. lb). Moreover. the profile of consumed glucose showed an exponential increase (Figs. 

lb), which closely followed the increase in biomass concentration. This indicares that constant 

specific glucose consumption rates were obtained dming the fed-batch phase. A characte.ristic sudden 

decrease in the slope of log of biomass concentration against time (Fig. la). and an accumulation of 

glucose and acetic acid (Figs. lb and le), indicated that control on µ was lost after 10 h under the 

pseudo-steady state. eventhough glucose was fed in acco.rdance to the pn:-determined profile and that. 

ali other minerals were present in the culture medium. The specific and volumet.iic B-galactosidase 

activities. obtained for the culture maintained at a pre-detennined µ of 0.17 h·', decreased du1;ng the 

fed-batch phase. reaching a value close to zero befare glucose feeding was stopped (Fig. ld). 
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For the culture at pre-determined µ of 0.35h·'. cells grew exponentially, but glucose accumulated 

constantly from the beginning of the fed-batch phase (Fig. 2a and 2b). A pseudo-steady state in 

biomnss increase (i.e. in µ) and in acetate accumulation was obtained. Howeve1-, in compruison with 

the culture canied at a pre-determined µ of 0.35 h·'. conu·ol on µ was lost in a shorter pe1iod of time 

(10 and 8 h of elapsed time under pseudo-stedy sate com.litions. respectively). Acetate began to 

accumulate 2 h after that conu·ol on µ was lost (Fig. 2c). In conu·ast to the behavior observeu fo1· the 

culture conducted ata pre-detennined µ of 0.17 h·'. for the culture ata pre-determined µ of 0.35 h·'. 

specific enzyme activity duting the fod-batch phase remained relutively constant at 95 kU/mg•Ror (Fig. 

2d). In tum. volumeuic enzyme activity increased exponentially, from 10.5 to 232 kU/mL, following 

the increase in biomnss concentration. A relutively constant respiratory quotient (equal to l; data not 

shown). was observed duting the fed-batch phuse of both EFBC. 

Post-red-batch phase culture evaluation. After a consistent glucose accumulation anda decrease in 

µ were observed. glucose feeding was stopped in EFBC. The cultures we1·e then maintained in a 

second batch phase which was terminated 5 to 6 h after the residual glucose from the fed-batch phase 

had been depleted. After glucose feeding was stopped, metabolic activity was still detected as a 

consumption of residual glucose (Fig lb and 2b), prnduction of acetic acid (fig le and 2c), and a 

finite positive OUR and CER values (data not si:iown). It should be noted that duting the second batch 

phase of both cultures a severe cellular lysis ocurred after glucose depletion. Cellular lysis was 

measured as decrements in dry cellulru· weight and prntein in cell pellets (Fig. la and 2a). and yielded 

an average specific lysis rate of 7.5 x 10"' h"' (nssuming first arder decay kinetics). 
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For the culture maint:tined at pre-detennined µ of 0.17 11'. neither specific nor volumetric activity 

increased duting the· post-fed-batch phase (Fig. Id). In contrast. for the culture maintained at u pre-

detennined µ of 0.35 li"', an important increase in specific and volumeuic activity, compw·ed to the 

activity reached at the end of the fed-batch phase. was observed (Fig. 2d). Accordingly. specific 

B-galactosidase activity increas.ed 3-fold to a final value of 311 kU/mg,.~. while the vohuneu·ic 

activity increased 4-fold to a maximum value of 910 kU/mL. Such enzyme activity values. compare 

well with the activity obtained in batch cultures for the sume strain and culture medium (Mw-iínez er 

al, 1997). 

Effect of growth rate on 8-galactosidase and stoichiometric and k.inetic parameters. To asses the 

effect of µ on the physiological behavior of B. subrilis, the kinetic and stoichiomeuic parameters were 

evaluated in. glucose-limited EFBC, operated at a broad range of pre-detennined µ values ranging 

from 0.058 to 0.35 h"'. In ali cultures below growth rates of 0.2 hº', attainment of pseudo-steady state 

was reached within less than 3 h of initiating substrate feeding. A summary of the kinetic and 

stoichiometiic variables obtained duting the exponential growth stage of EFBC is shown in Fig. 3. In 

such cultures, a pseudosteudy-state -with respect to µ, glucose and ucetate concenu·ation- wus uttained. 

As seen in Fig. 3u, the experimental µ closely ·matched the pre-detennined µ, where the dashed-Jine 

con-esponds to the ideal cuse. Such 1-esults indicate tbut EFBC can be used to conu·ol growth rate at u 

preselected value, even with microorganisms as B. sLtbri/is tbat presenta differentiation process wben 

exposed to suboptimal growth conditions. Figu.-e 3a also shows that conu·ol on µ wus lost in a lw·ger 

elapsed time asµ wus decreased, i.e. from 6 to 46 bours as predetenninde µ wus reduced from 0.35 to 

0.058 h"1
• In fed-batch cultures, the Crabu-ee effect can be suppressed if the carbon source 
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concentration is maintained ata low value (Yee and Blanch, 1992). This can be observed in Fig. 3b. 

for the EFBC conu·olled at a µ below 0.25 h·', where acetate production duling pseudosteady-state­

was drastically reduced (see also F!gs. le and 2c). However; biomass yield on glucose was constant 

only for a nru"l·ow range of µ (i.e. from 0.1 to 0.2 111
). Such behaviour indicates a metabolic shift 

above and below such µ. As a consequence of the reduced ucetate production. the muximum biomass 

generated unde1· the pseudosteady-stute, increused (Fig. 3c) with decreusing µ. Accordingly, in 

compru;son with EFBC at µ above O. 15 h"', about u 6 to 10-fold increuse in biomuss generated was 

observed, when EFBC wus pe11·ormed ata pre-detennined µ of 0.058 11'. In Fig. 3c und 3d it cun also 

be seen that specific glucose consumption rate COo..c> and specific oxygen uptake rote (Q,,,), duling 

pseudosteudy-state, inc1-eased with increusing µ (Fig. 3c and 3d, respectively). Due to the metabolic 

shift, only the data thut correspond to a constant biomuss yiedl was o.djusted to the Pirt model (Fig. 3c 

and 3d). The yield and the maintenance coefficient on glucose were 0.55 gocwl'g.,Luc and 0.079 

&._uc/gocw h;· respectively. Meanwhile, the yield and the maintenunce coefficient on oxygen we1-e 

54.47 gccwfmol02 and 5.53 mmol0 /gocw h, respectively. Yiel and maintenance coefficient values on 

glucosa ru-e larger (from 20 to 25%, and from 20 to 80%, respectively) than that repo1-red far other 

Bacil/us species (Frankena et ul. ~985, Roclríquez y de la Ton:e, 1996). Flll"thermo1-e, maintenance 

value on oxygen is 5-fold large1· than values repo11ed for B. /icheniformis :1° for B. rhuringiensis 

(Frankena et al, 1985. Rodríquez y de la To1"1-e. 1996). In the 1·ange of µ of 0.16 to 0.07 hº', the 

maintenance coefficient on glucose account from 20 to 60o/o of specific glucose consumption. 

respectively. As the respu·atory quotient remained relatively constant ata value of l, dudng pseudo-
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steady state. the specific carbon dioxide evolution rate closely followed the specific oxygen 

consumption rate (data not shown). 

B-galactosidase production was evaluated in order to assess if the way in which the <;ulture was 

conducted (i.e. growth rate duting exponential growth. glucose limitation. and by-product 

accumulation). has an effect on uprE expression <..luring the stutiona1y phase. A summury of the effect 

of µ on maximum B-galuctosidase uctivity obtaine<..I <..ludng stutionury phuse. is shown in table 1. As 

seen. the highest specific enzyme activity was obtuined at the highest growth rate. whereus it shurply 

decreased as µ decreased below 0.35 lf'. We huve previously shown that in batch cultures. the 

maximum specific enzyrne activity. and rnaxirnurn specific growth rute obtained were :uoun<..I 300 

kU/rng,•= and 0.42 hº' (Martinez eral .• 1997). respectively. Such values cornpared ve1y well with che 

EFBC results obtained at predennined µ of 0.35 11·•. Tlu·ee additional pararnete1·s can be calculuted 

which yield importan! process infonnation. narnely. the volurnetric enzyme activity (VA). the 

volurnetric enzyme productivity (P). and the rnaxirnurn enzyrne activity obtained per total glucose 

consumed (Y.,,.). The latter pararneter indicares the conversion efficiency of the lirniting substrate on 

the product of interest. and should be a target vruiable to optimize in a comrnercial processes. As seen 

lºable 1. VA. P and Y ws• evaluated dudng stationa1y phuse. followed the sarne trend as the specific 

enzyrne activity wich respect to µ. That is. a shrup decrease in al! the pru·arneters evaluated wus 

observed as µ decreased. 
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.. 
DISCUSSION 

lt hn.s b"en well documented th~t µ is one of the most fundamental variables for many recombinanÍ: 
~. ºo ":• ~:; • C• • • • •. •'.: -,~; • • ~:o • ,.._,. " 

ami wild-type micr¡>tiial. culti.11'es (Yee and Blanch. 1992: Rumíre~. et;, al .. ·.1994~'- Lee. : l 9':.16). 
• '; ;'-•; .. ",'.t'/: ,':.~ ;•'."'.; .-:·;:··. ·" . · .'.; ::.!.:·'J:_.".">',O~.~.'''/~.:¡:•:~;··.'~'-;'-.c•}.··~,_,,.·J · 

Nevertheless. there arestÚI nnly fe\v studies u.~sesinl! the effect of µ <>n lL~"ílJTi/is phystnl<:gy a11u ~>n 

1~com binan~ p1·01ei n~ '.,'.;~~:;~;:~~- ~Y.,~~~-~. ~~-~bti 1 i:~i!1 P~'.~'11º.~-~·~;}~;;~~;:~~~~~;~~~~~·~~~~i&\E;\~.~·;J~'.l~Jgy ·· _·. 

reducth.111 nt µ hus ~een sho'\Vll to t.lecreu.....;e the tun11ution ot_tox.ic;org:.in1c:·ac_1Us~1n1 ~he~nt.~s.~¡_it.....;_.,(Snay et 
• · · _: • : .-'.· · -~--· = .?:'. ~°',>:~,~::~~?'~~~--j~,:r~t~~}r~~~;2~5J_1w~-'.~-::~r-~J:-~~--:-: · ._:_- -':_, 

al .• 1989: Vierheller et al .• 1995). und to prevent plasmid instábility· in ,butch.:cultüres<tSlmham ani.I 

Demain. 1990). Reduction of µhas also been shown to increase th~prÓ~~~¡i~i:~=:~:;~:J;:~~ ~11c~~ed 
: - . , ....• _..:.·; ·~·,,,;..~.,·. ~:.'.:" !"'' '·: j~'i'"..' 

proteins, either in continuous (Meyer and Fiechter, 1985) ar fed-butch cultures ·.cLee .mid Parulekur. 
• .. ,, . -"'._ .- • d ~ 

1993). Other reports using B. subti/is have shown that the nature of. th~_,l_imiting_ subsu·ate cm1 

detennine the kind of degradative enzyme produced (Heineken and O'Coni101-. 1972). Furthermore. 

far fed-batch cultures. the concenu·ation of the limiting subsu·ate can also uffec~ ~he amount of protein 

encoded by plasmids. n.s demonsu·ated by Purk et al. (1992) and Cayuela er a_l._;_{1993). 

In the case of recombinant protein production regulated by the subtilisin·.P_1:l>tnoter. it has been 

shown that spore fonnation und expression of a¡n_·E gene ure.:h~~e1:sely·:~1'.oportionul to growth 

rate in B. subtilis CRinc6n et al .• 19~~>-~1~~:~·,~~:;f%~º~~~~7e,·~~-~~~i~t;{:~~~~~Vl~é1\e,'p/ .. ;~95 > 
und a reduced µin nitrogen-limited fed-batch cultüres hn.s been'sho,v1i to,prolong. the production time .. 

· ·:· · . :~: .:: _;~.-~;:~·--~!~~::~~:::::f~~~,~~:~}~~\'/~-~;'.t~;t_:~~t;~~-.\-~f-t;?~.f ¿~~:y:. ~~~~rt~~%(r:;):·~~~~-:--~~¡?r~;~:t1%<~ ;~::~::~~ -· ~~(:_:~'.:¡ ::_·::·:::_-- :':.·::·~-.: : -- · 
und hence incren.se the prodi.té:ticín'of p1:(>t(;ii'is_cfi1:ci·1ñcíscuniílly\:óded_by;<i¡>Í·Egen·e_(Pi_ei:ce~et al;.·.J 99: 

. . ;-:'.·~~ ". -.:·.-·. ·.'.7 (;<~\. :'.~;<~ .. -:·:-1;;>g:;·:.;?e-;:~~-~~;r.~·;~{;~;r~:fiffrf,: ~ ;:á~t~'..f(t1~i;~;~f*/ ~Pt:~~~.~,·~-~~-~~/;~t:(;0~;.r~.:: 1~:·': ~;·~:r<"·, :: · 
Oh et al .• 1995). Moreover; ·.in·; glucose~limited •cl'ieiüostiít.'.cultüres':·ánd ',úsin·g_; minei·al_ medium 

~ -.. _. .· . _:~·.·;·· ,,.., º;:,;~:r::-:-·,~;.;~1~~-?~~~~·~·~J~t~:tFJ)0~-;.•,;f!~¿~;<;~;;~~-~~,~~,-~:4~(.t:(~~:~'.f'.:~:~{~~~:,i.~-;tiW:~~·r;~~~\~ ~~\~~~~ ~~~;:;i;P:/: .. ~> · ~P:º;~:·· -
protease production decreases "\vhen 'j.í'increasés Ín 'B.'. lié_lieiiif{}1,'11}is' (Frái1keÍ1a et/,11):1985)~'.; 

·.,~; ... ;\••ce·.~:·;·~';:,:\, (yj.·~/ ·::~::"..• ·!:-:~. '· ~;~~ ·:··::-\; :p·~ ,;; <~~~ ,·· ~:-::·.:~;";:!,'.; 

i':J 
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In this work the utility of glucose-limited fe<l-batch cultures wus expÍorec.I as un expelimental wol to 

charoctelize the effect of growth nue on,. the pl1;si0Jogy of a h1;,·2. degU32(Hy). aprE::lacZ 

recombinant H. subtilis dming vegetative <and < station:íry phases. The< expelimental <p<rocedure 
.::.,.;,":o.~(, ~·t ~·-~ -; i 

followed. based on the glucC.se~li1:;:¡i<tec(<::EFBC: .:.Ho~~~d the < attainment of < a : conu·olled 
. /~ .. ¡. '. _·;!/->~;,·\i .. ·-:'.·¿~; >~ .. ,. ' ;- . . . ' ... '..";;,:.{_ _:~~,¿,~.;t:.·:;_~/~_;;,;··: ".-~~.t. 

pseudostationw·y-state with respect to··µ·~ and··¿·g1úC.:OSe· coiiCCntration." .\\'hen .: prC-UetC_rrlii1lecJ. 1·,µ··._\.vas 
• . ; ... ··"-,'.-:: ! : ), · :.> i:.:/i ·~i~~'~;;~~ú.;~.:,0.~{,¿r;.~i}r::~: ... ~"~: -~: ·!-· .:~ :.··: :·;· ~-- _,;} <-;,~-::-.~~·f.- --,":7·~~:~v~/-2~;iS;i\f;·: .. 4_,~;,_:\·~-~- <-'-~: 

decreased bellow 0.25 t»'. during the <confré.)JJe_d p~e1!r.1C.1sieady~stute. acemte fot'rríatiórl"wiu.;'aJ?ólishecJ. 

In spite of the fact that ali minerals were 
·<-

Pl·~Se~lt i~l;_:ll~é- culture bÍ~oti1 ~ánd. ii1ut gluCose \.\.·as feü in 

accordance with the pre-determined exponential< '¡)rófile. «:éu1u'ol ot' µ wa.~<lost. This tiehavÍor implies 

that another physiological consu·aint, such as differentiation factors(s), might be limiting the increa."<e 

of biomass concenu·ation of sporogenic B. subtilis. The effect of differentiation factor(s) are 

dependent on cell density (Groosman and Losick. 1988; Waldburger et al., 1993), and probably. as 

suggested by the data obtained in this work. on growth rate when conu·olled by glucose litnitation. In 

addition. fed-batch cultures of B. subtilis asporogenic mutants in complex medium, with plasmid 

encoded proteins have resulted in very high cell densities (Park eral .• 1992; Cayuela et al .• 1993). 

Accordingly asporogenic mutanL'< could be useful to improve the quantity of biomass obtained and to 

prevent the differentiation process dming EFBC. However. it is known that severa! 1nutations that 

block the sporulation processes drastically reduce the quantity of heterologous proteins encoded by 

the regulatory region of a1,,.E gene (Ferrad et a/.,1986; Perego et al .• 1991; Olmos er al •• 1996). 

Therefore. in this study we decided to conduct the characteti7.ation of an overproduce1· sporogeÍ1ic B. 

subtilis su·ain. 

14 

130 

r 
• 1 
l..< 

\ 
t 
'-· 

¡ 
L 

,--



Nonnally. dming stationary phase of B. subrilis bau.:h cultlll"CS, aprE expression nnd prntease 

production rote becomes mnximal (Fe1Trui et al .• 1986; Fel"l"ru·i et al., 1993; Mw"tínez et al .• 1997). In 

the ~1-esent wo1·k. glucose-límited EFBC we1·e used to evaluare if a conu·olled growth rute during 

exponential growth phnse could have an effect on 13-galactosidase pro<.luction during the stationury 

phase. As \VU..."i sho\vn. ve1y consistent luw Ll-guluctosic.f;.L"\e activities \vere obtained <.furing the 

exponential growth and stationary phases of glucose-limited EFBC ut µ below 0.2 11·•. Such data 

showed that the efflciency of aprE gene transcription is affected by µ when it is controlled by 

glucose-limitation. lt has been widely reported that aprE gene expression is derepressed in the 

stationary phasé du1ing cultivation of B. subtilis in ·complex medium (Feffati et al .• 1986; Ferrad et 

a/.,1993). In this study. we found that the production of B-galactosidase. i.e. aprE exp1-ession. is 

repressed in the stationary phase of cultures preceded by glucose-Jímited EFDC eventhough a 

complex medium exists due to cell lysis. As mentioned above. protease production and aprE 

expression in continuous cultu1-es using complex medium increases as µ is 1·educed (Rincón et aL 

1994). This diffe1·ence suggest that. as far B. licheniformis (Hanlon and Hodges. 1981). the kind of 

nuttient limitation has a different effect on aprE gene expression. Furthe1·more, our data also shows 

that preventing glucose límitation .is impo1"ta11t to obtain production of 13-gulactosidase (ar to avoid 

repression of aprE gene) in the glucose-mineral. medium. Evaluution of the effect of límitation by of 

another nuuient (for instnnce niu·ogen 01· phosphon1s). w1d muintaining a low leve! of. glucose 
' . •-. 

concenu·ation using fed-batch cultu1-es. 011 the physiology of the recombinant B. subri!is·sti"uin used. 

1-emuins to be studied. 
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Thc cnzyme activity data from EFBC suggest that µ is not thc unit1ue factor that affects B-

galactosiduse production. Protein Uegrar.Jatiun by intrucellular serine protcina.."°'e is an instrinsic process 

during the stationary stage of H. su/ni/is cultures in co1nplex or chemh.:ally <.JefinecJ rneUiu e Burnet et 

al .• 1986!. Probably. a high level of B-galactnsitlasc tlegratlatinn occurs in EFBC pe11·urmetl at µ 

bellow 0.2 h" and no B-galactositlase accumulatinn was tletectetl. Moreover. prnbably untler glucnse 

limitation. a..o.; sugg.ested by the large maintenance cnefficient. g:lu<.:nse \.VtL"\ n1ainly use<.J for pr-i1nary 

metabolism (i.e. for ccllular grnwth) and hence the fnrmatinn nf secontlary metabolites anti storage 

material was rcduced. Therefore no material was available for B-galactosidase formation. 
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Figure legends. 

Figure 1.-

Figure 2.-

Figw·e3.-

Kinetics of an exponentially fcd-batch culture at a pre-determined µ of 0.173 h·'. 
Vertical lines indicate beginning anU enU of glucose feeding .. according to the pJ·e­
detennined profile. An-ow shows time of aduition of ali salts to avoid limitaticm of 
miner.ds. The wide line on biomass data inuicate the elapseu time under pseudo­
steady state. Experimentally obtained µ uuring exponential growth WU.$ O. l 85h"'. 

Kinetics of an exponentially fed-batch culture at a pre-detennined µ of 0.35 h·'. 
Vertical Jines inüicate beginning un<.J end of gJucnse feeding. accorc.Jing to the prc­
determined profile. An-ow shows time of auditinn of ali salL' to av,,id limitation of 
mine1-als. The wide line on binmass data indicate the elapsed time under pseudo­
steady suite. Experimentally obtained µ during exponential growth wa.' 0.38 11'. 

Summary of kinetic results obtained during ú1e conu·olled exponential growth phase 
of exponentially t"ec!-batch cultures. µ. ~ Q,,LC and Q.,, denotes specific rates for 
growth. acetate production. and glucose and oxygen consumption. respectively. 
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Table l. 

µ 
(hº') 

0.380 
0.362 
0.240 
.0.185 
0.162 
0.106 
0.105 
0.069 

Enzyme activity obtained during the stationary phase of cultures preceded by an 
exponential glucose-limited ted-batch phase. µ denotes the expedmental specific 
growth rate obtained during the pseudo-steady state of the exponencial growth pha.~e. 

Maximum 13-galactosidase activity dm;ng stationary phase 

Specific 
(kU/mg,0or) 

316.2 
192.6 
108.4 

5.1 
7.1 

7.3 
3.0 
8.4 

Volumeu;c 
(kU/mL) 

914.7 
226.1 
124.7 

5.2 
13.5 
25.8 
11.5 
43.5 

21 

P1·oductivity 
(kU I mL h) 

41.6 
15.1 

6.4 
0.2 
0.5 
0.7 

0.3 
0.5 

Yield on glucose 
(MU/g,,i.c) 

32.9 
27.0 
11.7 
0.4 
0.7 
1.0 
0.5 
1.0 
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X.11.2 Cinéticas de fermentación de cultivos alimentados exponencialmente 

En lus s_iguientes páginas se presentan las cinéticas de fenn~ntaci,)n para todos los 

cultivos alimentados reportados en el manuscrito: Effect of growth rute on the production of Ll­

gulactosidase from Escltt'richiu c:oli in Ruc:illus subtilis using glucose-limited exponentially fed­

batch cultures_ Debido a que la fuente de nitrógeno (sulfato de amonio) en el medio de cultivo se 

vuelve li1nitante a una concentración celular t.le 6 g/L. en algunos l.le estos cultivos hubo 

necesidud de agregar. de nuevo y en condiciones asépticas. todas las sales del medio de cultivo_ 

El tiempo al cual se realizaron dichas adiciones están indicadas mediante tlechas dobles. Las 

líneas verticales continuas indican el inicio y finalización de la alimentación de la glucosa de 

acuerdo a los perfiles predeterminar.los. La linea horizontal acotar.la indica el periodo r.le tiempo 

durante el cual se obtuvo el estado pseudo-estacionado respecto a la velocidad de crecimiento 

predeterminada. 

En resumen en las figuras se presentan los siguientes parámetros: 

Primer panel: concentración celular (Biomass), proteína inu;acelular (Protein) y velocidad 

de consumo de oxígeno (OUR)_ 

Segundo panel: biomasa en términos másicos (Biomass). volumen en el reactor (V) y 

velocidad específica r.le crecimiento (µ) obtenida en los intervalos muestreados, la cual fue 

calculada a partir r.le biomasa en términos músicos. En este panel la linea continua gruesa trazada 

sobre los datos de biomasa indica el pedor.lo durante el cual se obtuvo el estado pseur.lo­

estaciona.do. 

Tercer panel: glucosa remanente en el medio de cultivo (Glucose), glucosa consumida 

(Consumed Ole.) y nivel de oxígeno disuelto en el medio de cultivo (Dissolved 0 0)-

Cuarto panel: producci,5n de acetato (Acetate), velocidad de evoluci6n de C00 (CER) y 

coeficiente respiratorio CRQ). 

Quinto panel: actividad específica (Specific B-gal activity) y voluméu·ica (13-gal activity) 

de B-galactosidasa intracelular. 
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X.12 Cinéticas de cultivos lote a ni\'el fermentador en los cuales se cuantificó el 

porcentaje de esporas resistentes a calor 

En las siguientes páginus se presenti1n las cinéth.:as e.le fer1nentaehln pan.1 toUus culti\'o ..... 

lote. a nivel fcnnentador. en lns cuales se cuantific(, lu fnnnachln e.Je esporas resistentes a calor. 

En i·esumen en las figun.&s se presentan los siguientes purá1netros: 

P.-ime.- panel: crecimiento celular {Binmass). proteína intracelular {Pn>tein) y velocit.lad 

de consumo de oxígeno (OUR). 

Segundo panel: glucosa .-emanente en. el meuin Lle cultivo {Olucnse) y nivel de oxígeno 

disuelto en el medio de cultivo (Dissnlved 0,). 

Tercer panel: producci6n t.le acetato (Acetate). velocit.lat.1 de evoluci6n de CO, {CER) y 

coeficiente respiratorio (RQ). 

Cuarto panel: activklat.1 específica {Specific B-gal activity) y volumétrica {L~-gal activity) 

de 13-galactosidasa intracelular. y frecuencia de espcirulaci6n {Sporulation). 
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