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Resumen

Azotobacter vinelandii es un microorganismo productor de alginato y tiene una alta tasa
respiratoria. Ello hace que el CO; generado pueda tener una influencia importante cnando
el proceso de produccion se escala (v.gr. de matraz a fermentador). Esto hace que esta
bacteria sea un modelo de estudio de gran interés con el fin de evaluar el efecto del CO,
sobre la produccién de alginato, soportindose en la importancia que este gas tiene desde
el punto de vista fisiolégico en 4. vinelandii y los posibles papeles que €l CO, pueda
desempeiiar en los mecanismos de generacion del iaolimero. Ademaés, no existen reportes

del efecto de este gas sobre microorganismos productores de polisacéridos.

Por estas razones se evalud el efecto del CO; sobre la produccion del alginato y sobre su
calidad, para lo cual se realizaron experimentos en fermentador de 1 L (700 rpm, 29°C y
TOD del 3 %) al que se adicionaron diferentes niveles de CO; (4, 8, 13 y 25 %) en la
corriente de entrada de los gases. Primero se determinaron los niveles de CO; generados
por el microorganismo bajo las condiciones control (700 rpm, 29°C y 3% de TOD),
después se sometio el cultivo a cantidades de CO; que tedricamente serian suficientes
para simular los niveles que probablemente son encontrados en cultivos desarrollados en
matraces y concentraciones de CO, superiores a los generados por el propio
microorganismo en bioreactor. También los cultivos fueron sometidos a niveles que

simulan las concentraciones obtenidas en la parte inferior de fermentadores industriales



Resumen

donde 1a presién hidrostitica, junio con la presibn de cabeza, generan altas

concentraciones de CO, disuelto.

Al realizar fermentaciones con diferentes proporciones de CO; en el gas influente (4, 8 y
13 %) no se encontré efecto sobre el crecimiento y se observo una ligera inhibicion sobre
la produccion del polimero. A 25 % de CO,, el crecimiento y la produccion de alginato
fueron inhibidos totalmente. Las viscosidades obtenidas en ninguno de los casos fue
mayor de 10 cps en el caldo de cultivo, lo que es muy semejante a la encontrada en el
caldo del cultivo del experimento control. Ello descarta la posibilidad de que, en

matraces, las altas viscosidades reportadas sean producidas por efectos del COs.

Los pesos moleculares promedio en los cultivos control y donde se adiciond 4 % de CO,
en la parte final de los cultivos caen drasticamente, mientras que en los cultivos donde se
adicioné 8 y 13 %, esta caida no se observa. Esto sugiere que el CO, a niveles > § %
puede actuar de manera inhibitoria sobre las enzimas liticas que promueven la

degradacion €l polimero.



Capitulo I

Introduccion

El CO; es uno de los principales productos en la oxidacién de carbohidratos durante el
metabolismo celular. La conversién de aztcares a CO, y agua es la base de casi toda la
vida sobre la tierra. El1 CO, producido es formado mediante reacciones de
descarboxilacién. El CO; no solo es un producto, sino que también es necesario para la
produccion de intermediarios que participan en las secuencias metabélicas, como lo es el
oxaloacetato, el cual puede ser formado por carboxilacién, a través del piruvato, de 5

diferentes maneras {Onken y Liefke, 1989).

Generalmente se puede establecer que el CO, tiene un efecto dual sobre el crecimiento
celular. En algunos microorganismos se ha reportado que niveles menores al 5% en el
ambiente gaseoso del cultivo, promueven el crecimiento. Tal es el caso de Pseudomonas
fluorescens (Gill v Tan, 1979) y Escherichia coli (Repaske y Clayton, 1978; Lacoursiere
et al., 1986). Ademas, en la literatura existen suficientes reportes del efecto inhibitorio
del CO; en una amplia variedad de microorganismos (Jones y Greenfield, 1982; Ho y
Smith, 1986a; Geraats, 1994; McIntyre y McNeil, 1998). Sin embargo, ¢l grado en que es
restringido el crecimiento por el CO,, difiere ampliamente, dependiendo del
microorganismo y de los pardmetros ambientales, tales como el medio de cultivo,

sustrato, temperatura, pH, etc.



Introduccion

En fermentadores industriales, la concentracién de CO, disuelto en el medio de cultivo es
de gran importancia; en algunos casos, tan importante como lo es la concentracion de
oxigeno disuelto (Royce y Thornhill, 1991). Cuando se realizan cambios operacionales
durante un proceso de fermentacion, con la finalidad de incrementar la transferencia de
oxigeno, el impacto de estos cambios sobre la concentracién de CO, disuelto no son
generalmente tomados en cuenta. Uno de los métodos mas comiinmente usados para
incrementar la velocidad de transferencia de oxigeno es aumentar la presion de operacion
en el fermentador. Esta practica tiene un efecto dramdtico sobre la concentracion de CO;
disuelto (va que la concentracion de la especie gaseosa es proporcional a la presidon
ejercida). Ademds, otras variables de operacion que afectan la velocidad de transferencia
de CO; (por ejemplo: la velocidad del flujo de aire y la velocidad de agitacién) también

tienen un efecto sustancial sobre la concentracion de CO; disuelto (Dahod, 1993).

Sin embargo, la acumulacidon del CO; no es exclusiva de niveles industriales, ya que este
fendmeno también se ha identificado en sistemas frecuentemente empleados para fines de
investigacion (matraces). Los matraces son sistemas comtinmente utilizados para realizar
cultivos aerobios de pequefia escala. Estos sistemas son ampliamente empleados para la
seleccion de cepas y el desarrollo de medios de cultivo. Sin embargo, algunas veces es

imposible reproducir los resultados de matraces agitados en biorreactores de laboratorio.

Una de las caracteristicas del sistema de matraces es que tiene un bajo grado de remocién
de CO; {ventilacion), ocasionado por el tapén de algodon, lo que provoca que el CO,

generado se acumule en el espacio de cabeza. Aunado a 1o anterior, generalmente existe
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una caida del pH ocasionado por los acidos organicos generados por el microorganismo,

promoviendo un incremento en la concentracion de CO;, disuelto en el caldo de cultivo.

Azotobacter vinelandii es una bacteria Gram negativa, que se caracteriza por su alta tasa
respiratoria y, por ende, una alta generacion de CO,. Esta bacteria es productora de
alginato bajo ciertas condiciones de cultivo. Cultivos de 4. vinelandii en matraz producen
un alginato con caracteristicas reolégicas de alta viscosidad y altos pesos moleculares.
Sin embargo, al cambiar de escala (por ejemplo, a biorreactor de 1 L, 700 rpm, TOD de
3% y 29°C) las viscosidades v los pesos moleculares del polimero sufren una caida de
méas de dos érdenes de magnitud (Pefia, 1998), no obstante que los rendimientos se

mejoran.

Las altas tasas de generacion de CO, de Azotobacter vinelandii, aunado a lo ineficiente
de los matraces con respecto a la remocién del CO, (debido a la resistencia ocasionada
por el tapén de algodén cominmente empleado), promueven cambios en las presiones
parciales de los gases en el transcurso de la fermentacioén, incrementando la solubilidad
del CO, en el medio de cultivo y aumentando la cantidad de las diferentes especies
ionicas que este gas produce al disociarse en medio liquido. Ello puede tener efectos
sobre ¢l microorganismo a nivel de membrana y/o sobre las enzimas productoras del
polimero, probablemente dando como resultado los cambios observados en la viscosidad

y en los pesos moleculares del alginato producido en matraces.
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Sin duda, una de las variables de fermentacion mas importantes es el CO, disuelto en el
caldo de cultivo, el cual afecta el comportamiento de una gran cantidad de
microorganismos (Jones y Greenfield, 1982). Sin embargo, no existe reporte alguno de la
influencia de CO;, sobre los cultivos de Azofobacter vinelandii y tampoco sobre la
influencia de este gas en otro modelo bioldgico productor de biopolimeros. Ello remarca

la importancia del presente trabajo.

En la primera parte de este trabajo se evalué la cantidad de CO, generado en fermentador
bajo condiciones testigo (3% de TOD, 700 rpm y 29°C) que son las condiciones donde se
obtiene la maxima produccion del alginato. En la segunda parte del trabajo, el cultivo de
A. vinelandii se someti6 a diferentes concentraciones de CO; en la corriente de entrada de
los gases (4, 8, 13 y 25%) vy se evalud el efecto de estas concentraciones sobre el
crecimiento bacteriano, produccién de alginato, distribucion de los pesos moleculares del

polimero y las viscosidades del caldo de cultivo.



Capitulo II

Antecedentes

2.1 CO; en el escalamiento

Los bioprocesos son usualmente desarrollados en tres escalas:

a) Nivel laboratorio

b) Planta piloto

¢) Nivel industrial
Escalamiento significa reproducir en equipo industrial los resultados obtenidos en
fermentaciones realizadas en planta piloto y a nivel laboratorio (Ju y Chase, 1992). En
procesos de escalamiento, se ha identificado al CO, disuelto como uno de los principales

causantes de dificultades para obtener traslados de escala exitosos (Geerats, 1994).

A nivel laboratorio, los matraces agitados son ampliamente utilizados como herramienta en
la seleccidn de microorganismos, asi como en la evaluacion y seleccién de medios de cultivo.
Esto es debido a que tienen notables ventajas, por ejemplo: se requieren pequefias
cantidades de materiales y potencia, ademés, una gran cantidad de experimentos se pueden
correr en paralelo, también son faciles de operar. Sin embargo, en matraces agitados, el CO,
generado no es efectivamente ventilado hacia el exterior del matraz. Esto es debido a la
resistencia ocasionada por el tapdn de algodén comminmente utilizado. Ademas del
incremento de la presion parcial de CO; en matraces, ¢l pH puede disminuir como resultante

de los 4cidos orgéanicos producidos por los microorganismos y, como consecuencia, se
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incrementa la concentracion de CO, disuelto en el caldo de cuitivo (Kato y Tanaka, 1998),

alcanzandose niveles que pueden ser inhibitorios para los microorganismos en estudio.

Después de seleccionar en matraces tanto el microorganismo como el medio de cultivo
optimo, los estudios posteriores son realizados generalmente bajo condiciones ambientales
constantes, en pequefios fermentadores instrumentados. A nivel laboratorio, es facil alcanzar
un mezclado eficiente, sin embargo, con el incremento en tamafio del biorreactor, lograr una
distribucién homogénea de concentraciones y temperaturas se hace més dificil,
especialmente en reactores mdustriales. En biorreactores de gran altura, la presion
hidrostatica no es constante en todo el reactor, siendo dependiente de la posicién local. Por
ejemplo, la presion total en el fondo del fermentador sera la suma de la presion hidrostatica
mas la presién de cabeza del reactor. Esto significa que en un reactor industrial (de
aproximadamente 10 metros de altura) la solubilidad del O, y CO; en el fondo del reactor

sera un 70% mayor a la existente en la parte superior del reactor {Onken y Liefke, 1989).

‘Uno de los métodos mas frecuentes para incrementar la concentracion de oxigeno disuelto
es aumentando la presion de operacion dentro del fermentador. Esta practica puede tener un
efecto dramatico sobre los microorganismos, puesto que se incrementa de manera notable la
concentracion del CO, disuelto (Dahod, 1993). Se sabe que presiones parciales superiores a

0.1 atm tienen efectos inhibitorios en cultivos acrobios (Onken y Lietke, 1989).

Un mejor entendimiento de la transferencia de CO; en reactores es de gran importancia. Ello

permitirfa hacer un disefic mas racional de los fermentadores y de los dispositivos que estos
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poseen (impulsores, sensores, etc.) ademds de realizar escalamientos exitosos en procesos
biotecnoldgicos de importancia industrial. Desafortunadamente, la investigacion en este
tema ha recibido poca atencién en el pasado y es necesaria mas informacioén basica (Ho y

Saith, 1986 b).

2.2 Reacciones del CO,

En fermentaciones se desarrollan varias reacciones en medios complejos. Naturalmente, el
proceso metabolico y respiratorio de la célula involucra una red compleja de reacciones que
permiten su existencia y crecimiento (Ho et al., 1987). El CO; es un metabolito liberado en
forma gaseosa por las células en ¢l caldo de cultivo, el cual inmediatamente se disocia en las
diferentes especies que existen en medio acuoso (Ishizaki e ¢l., 1971a). En el aire, 0.03 %
del volumen es ocupado por CO,. En agua pura, la concentracion de CO, es
aproximadamente de 0.4 ppm a 1 atm y 25°C. Sin embargo, en medios de cultivo, la
solubilidad del CO, es més baja debido al contenido de minerales y sustratos organicos

disueltos (Onken y Liefke, 1989).

Unas de las reacciones mas estudiadas es la del COs v el H;O. Mas del 99% del CO, disuelto
en agua existe como gas disperso. Menos del 1% existe como 4cido carbonico (H.COs), el
cual se disocia para generar iones hidrégeno (H"), iones bicarbonato (HCQ:) y una pequefia

cantidad de tones carbonato (CO; Y(Ho et al., 1987).

El primer paso en el sistema de gas liquido, es cuando el CO; se disuelve en agua:

CO, (fase gaseosa) + H;O0 «—= CO:; (fase liquida) + H,O (1)

10



Antecedenies

El CO, disuelto entonces se hidrata para formar acido carbdnico:
Ki

CO, (fase liquida) + H:0 T—> H;CO; )
K-1

El acido carbénico se disocia casi instantaneamente en la siguiente reaccion:

K2

H,CO; ——= HCO: + H' 3)

K-2

De la suma de las reacciones {2) y (3) obtenemos una reaccién total:

K3

CO, (d)+H,0 —> HCO; + H 4)

K-3

ILa constante de equilibrio total es:
K= K3/K-3= [H'][HCOs] / [CO] (5)
La reaccién (4) es forzada a la derecha como resultado de la constante de difusion del CO;

en ¢l ambiente externo de la célula. Entonces, el bicarbonato que ha sido producido genera

una reaccidn mas, formando los iones de carbonato e hidrégeno:

K4

HCOy '“"“>K4 H + CO: (6)

La reaccion (6) es extremadamente lenta y, bajo ciertas condiciones, se considera

despreciable. Las constantes de velocidades para estas reacciones son:
K2/K-2=1x107 (7)
X3/K-3=25x10" (8)

K4/K-4=6x10"" )]

11
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La cantidad total de las especies carbonicas presentes en el sistema es representada por Cr.
Cr= [CO,] + [H2CO3] + [HCO37] + [CO3 ] (10)

Como regla general, el CO, en fase gaseosa se disuelve de acuerdo a la ley de Henry (Royce
y Thornhill, 199i), en donde la solubilidad es proporcional a la presion parcial de bidxido de
carbono (pCO»). Entonces, la molaridad del [CO»(d)] esta dada por:

[COz]aq =H pCO3 (11)
Donde:

H = Constante de la ley de Henry para CO, (33.55 atm * L* mol ™' a30° C)

pCO, = Presién parcial de CO; en la fase gaseosa (atm)

La cantidad del i6n bicarbonato estd dada por la ecuacion de Henderson-Hasselbach

(Ishizaki ef al, 1971a):

log [HCO3] = pH — pkHCO3 + log [CO3] (12)

De acuerdo a las ecuaciones presentadas arriba, es claro que la molaridad del i6n
bicarbonato y carbonato serdn inversamente proporcionales a la concentracién de iones
hidrégeno. La relacién del ion bicarbonato con el 4cido carbonico puede ser calculado

mediante la ecuacion 3 y la expresion 7.

[HCO;] 2.5x10%

(13)
[H2COs] [H']

12
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Cuando el pH es superior a 6, la ecuacion anterior puede ser expresada como se muestra a

continuacion:

[HCOs]

> 250 (14)
[HxCOs)

Esto significa que, a un pH superior a 6, la molaridad del acido carboénico sera bastante

pequefia comparada con la del i6n carbonato (tabla 2.1).

La relacién carbonato/bicarbonato también puede ser caleulada de las ecuaciones 6 y 9

mediante el mismo procedimiento:

[COs? 6x 10

= (15)
[HCOsT] [H']
Sustituyendo 10* por [H™], obtenemos:
[CO;™]
——= 6x10° (16)
{HCO5]

La cantidad del i6n carbonato a un pH menor de 8 serda menor gue la cantidad del i6n

bicarbonato.

Si el pH se encuentra entre 6 y 8, la mayoria de las especies disueltas y disociadas del CO,

en fase liquida estdn en forma de CO, (g) y del i6n HCO5. Entonces, a un pH fisioldgico, la
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disolucién y disociacion del CO, puede ser simplificada en la siguiente expresion (Ishizaki er

al., 1971 a):

CO, (fase gaseosa) <= CO, (fase liquida)

1 oo

H +HCO;

Tabla 2.1. Concentraciones relativas de CO; ag, H;CO; vy HCO; ™ a diferentes valores de

pH.
[CO; aq] pH [H2CO;] [HCOs7T"

1 7.0 0.001 2.5

1 6.5 0.001 0.80

1 6.0 0.001 0.25

1 5.5 0.001 0.08

1 5.0 0.001 0.03

1 4.5 0.001 0.008

1 4.0 0.001 0.003

Tomado de: Jones y Greenfield (1982)

La disolucion del CO, no depende del pH. La concentracion total de CO, disuelto en los
caldos de cultivo es de 1 a 2 6rdenes de magnitud mayor que el oxigeno para pH mayores a
6.5 (Royce, 1992). Sin embargo, la concentracion de bicarbonato se incrementa con un
incremento del pH y, para pH menores a 6.5, los iones carbonatos son practicamente

inexistentes (Ho et al., 1987).
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2.3 Generaciéon y demanda de CO; por microorganismos

El CO; es uno de los productos principales en la oxidacién de carbohidratos durante el
metabolismo celular. La conversion de azticares a CO, y agua es la base de casi toda la vida
sobre la Tierra. Sin este proceso basico de oxidacion, muchas formas de vida no existirian
(Ho y Smith, 1986a). El CO; no es inicamente un producto, también es necesario para el
crecimiento de algunos microorganismos. La deficiencia de alguno de los constituyentes que
conforman el ciclo del 4cido tricarboxilico, puede ser sustituido por fijacion de CO, en
condiciones especificas de crecimiento (Ho ez al., 1987). En algunos microorganismos, se ha
reportado que niveles de CO; en la atmosfera gaseosa menores del 5% pueden estimular el
crecimiento v niveles superiores de este valor inhiben el crecimiento y la produccion de los
metabolitos que éstos generan. Tales efectos inhibitorios son dependientes del nivel de CO;

y de cada microorganismo (McIntyre y McNeil, 1998).

2.3.1 Bacterias

Bajos niveles de CO; disuelto pueden estimular el crecimiento microbiano. Uno de los casos
es el de Pseudomonas fluorescens, que al crecer en medio minimo con adicion de CO; en la
corriente de gases (hasta 0.128 atm), se increment6 la velocidad de crecimiento (0.65 h'') en
éomparacién a la velocidad obtenida (0.60 h") en el cultivo sin adicién de CO, (Gill y Tan,
1979). Sin embargo, en medio complejo, cualquier concentracion de CO, superior a la
determinada en el aire, fue mhibitoria para el crecimiento. La estimulacion del crecimiento es
debida a que, en ausencia de fuentes externas de ciertos compuestos existe fijacién de CO,
mediante reacciones de carboxilacion, para sustituir las deficiencias de ciertos compuestos

esenciales para el crecimiento (Gill y Tan, 1979).
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Otro caso es el de Escherichia coli, 1a cual, en condiciones acrobias mostrd estimulacion del
crecimiento al adicionar CO, al medio en concentraciones semejantes a los niveles
atmosféricos (0.03 a 0.04 %) (Repaske y Clayton, 1978). Mori ef al. (1983) encontraron (en
cultivos alimentados) que concentraciones del 20 % de CO, en la entrada de los gases no
tuvieron efecto sobre el crecimiento de Escherichia coli. Sin embargo, al incrementar la
concentracion de CO; hasta un 64 %, se observoé una disminucién‘ de un 80 % en el

crecimiento microbiano.

Lacoursiere et al. (1986) mvestigaron el efecto de la concentracion de CO, disuelto en
cultivos anaerobios de E. coli. Encontraron que a concentraciones del 5 % de CO; a la
salida del reactor, se obtuvo la maxima velocidad especifica de crecimiento de la bacteria
(50% mayor a la obtenida en los cultivos sin adicién de CO,), por lo que concluyeron que es
posible que bacterias entéricas se adapten a concentraciones del 5 % de CO,, que son las

correspondientes a las concentraciones encontradas dentro de infestinos en mamiferos.

Por otro lado, estos investigadores (Lacoursiere et al., 1986) proponen que Ia inhibicion es
debida a efectos fisiologicos sobre una variedad de reacciones enziméticas. Por ejemplo, el
CO;, y su equilibrio con el i6n bicarbonato para mantener el pH intracelular. Esto puede
afectar el metabolismo de E. coli a través de enzimas descarboxilantes, como la proteina
acarreadora carboxi-biotina, esencial para la sintesis de 4cidos grasos monosaturados en
condiciones aerdbicas. La sinfesis de 4cidos grasos es controlada por una gran variedad de

mecanismos alostéricos v el CO, es conocido por afectar esta via (Stryer, 1982).
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Se ha visto que la acumulacién del CO, en biorreactores (debido 2 problemas de ventilacién)
causa inhibicién sobre la produccién y el crecimiento microbiano. La mhibicion en la
produccién de inosina producida por Bacillus subtilis fue causada por presiones parciales
superiores a 0.029 atm (Ishizaki ez al., 1971 a y b). Estos mismos niveles también causaron
inhibicidn en la produccidn de celulosa bacteriana por Acetobacter xylinum (Kouda et al.,
1997). Por otra parte, el proceso de fermentacion para la obtencién de la enzima lipasa,
producida por Pseudomonas alcaligenes, fue afectado por las concentraciones de CO,
presentes en ¢l fermentador, las cuales fueron generadas por el microorganismo (Geerats,
1994). También, se demostrd que bacterias empleadas en la digestién de desechos organicos
(mezcla de bacterias mesdfilas y terméfilas) son sensibles a altas concentraciones de CO,
(Hansson, 1982). Este gas promueve una disminucion en el grado de degradacion de

compuestos organicos como el acetato.

En contraste, para ciertas bacterias, el CO; no tiene ningun efecto sobre €l crecimiento y la
produccion de metabolitos. Tal es el caso de Clostridium butyricum que fue evaluado en una

fermentacion acidogénica bajo diferentes concentraciones de CO, ( van Andel et al., 1985).

2.3.2 Levaduras
Otro de los modelos biologicos de gran interés es el de las levaduras, los cuales son uno de
los medios ampliamente usados en la expresién protefnas recombinantes y no se encuentra

exento de los efectos generados por el CO..
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Chen y Gutmanis (1976) estudiaron el efecto del CO, sobre el crecimiento celular de S.
cerevisiae en un biorreactor bajo condiciones aerobias y limitacion de sustrato, para obtener
una eficiente produccién de biomasa. Los experimentos se realizaron a un nivel constante de
O, de 20 %. Ellos encontraron que niveles menores a 20 % de CO; en la mezcla de gases,
no generaron inhibicién en el crecimiento de la levadura, mientras que a niveles de 50 % de
CO,, se redujo 16 % el crecimiento del microorganismo. Kuriyama er al. (1993)
investigaron el efecto del CO, sobre S. cerevisiae en cultivo continuo. Observaron que al
incrementar la presién parcial de CO, de 0.43 a 1.92 atm, disminuyé en un 25 % la
concentracion celular. Sin embargo, aumentd 8 % la concentracion de etanol y disminuyd
50 % la concentracién de glicerol. Estos autores proponen que los incrementos en el CO,
intracelular, promueven que el equilibrio del sistema de piruvato deshidrogenasa se mueva
hacia al lado del piruvato. Estos incrementos en el piruvato aumentan la velocidad de
reaccidon de la enzima piruvato descarboxilasa, la cual convierte piruvato a acetaldehido.
Este incremento en la velocidad de produccién de acetaldehido resulta a su vez en un

aumento en la produccion de etanol.

Jones vy Greenfield (1982) sugieren que, en fermentaciones anaerobias con levaduras, la
inhibicion del crecimiento es principalmente de naturaleza fisicoquimica, mas que enzimatica.
Ellos se apoyan en el hecho de que la produccion de etanol parece no ser afectada por una
pCO; elevada y es posible que los efectos sean promovidos tanto por € CO»(aq) y HCOs a
nivel de membrana, causando la disminucién en la velocidad de crecimiento. Mori et al.

(1983) estudiaron el efecto del CO, en Candida brassicae, en cultivos alimentados a
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concentraciones constantes de oxigeno disuelto. Observaron que concentraciones de CO; de

hasta 61 % (concentracion maxima evaluada) no inhiben el crecimiento del microorganismo.

Kato y Tanaka {1998) demostraron gue el rendimiento celular de S. cerevisiae en matraces
Erlenmeyer con tapén de algodon fue 20 % menor en comparacion con matraces
Erlenmeyer aireados o con cultivos realizados en fermentador, todos operados (al inicio del
cultivo) con coeficientes de transferencia volumétrico de oxigeno semejantes. Estos
resultados son atribuidos a la baja capacidad de ventilacibn que poseen los matraces
Erlenmeyer, lo cual conduce a un incremento en la presién parcial del CO», aunado a una
disnﬁnucién en la presion parcial del O,. Estos autores proponen que los cambios en las
presiones parciales de los gases causan inhibicién del crecimiento celular. Sin embargo, la
inhibicién del crecimiento microbiano puede ser relacionada con la disminucién en la pO, y
no con el aumento en la pCO,, ya que este modelo biolégico es altamente tolerante a

concentraciones elevadas de este gas.

Se puede decir que las levaduras son de los microorganismos mas tolerantes a altas
concentraciones de CO,, sin causar efectos dramaticos en el crecimiento. Se puede
esquematizar la tolerancia de los diferentes microorganismos al CO; de la siguiente manera
(Jones y Greenfield, 1982):

Levaduras > Bacterias gram positivas > gram negativas > hongos
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2.3.3 Efecto sobre hongos

La concentraciéon de CO, disuclio es de particular interés en el caso de fermentaciones
miceliares, puesto que se afecta tanto la morfologia como la productividad de la
fermentacion (Royce y Thornhill, 1991). Estos microorganismos son de los més importantes
desde el punto de vista economico en la industria biotecnoldgica (Mclntyre y McNeil,
1997¢c). A pesar de la importancia econdmica de los microorganismos fitamentosos, existen

pocos estudios donde se evallie la influencia del CO..

Pirt y Mancini (1976) investigaron (en cultivo continuo) el efecto del CO; sobre la
produccion de penicilina por Penicillium chrysogenum. En estos estudios se controid €l pH
y la tension de oxigeno disuelto de manera que la \inica variable fuera la presién parcial de
CO; en fase gaseosa. Se probaron diferentes concentraciones de CO,, encontrandose que la
velocidad de sintesis del antibidtico disminuyo aproximadamente 50 % al someter el cultivo

a una presion parcial de CO, de 0.08 atm.

Ho y Smith (1986a) encontraron que fermentaciones de P. chrysogenum sometidas a
concentraciones de CO, entre 3 v 5 % en la corriente de gases no mostraron efectos
significativos sobre el crecimiento y la produccioén del antibiético, y es posible que estos
niveles de CO, sean necesarios para un crecimiento dptimo. A una concentracion del 12.6 %
de COs, las velocidades de produccion del antibidtico y crecimiento celular fueron reducidas
23 y 40 %, respectivamente. Cuando la fermentacién fue expuesta a 20 % de CO,, la
concentraciéon de biomasa y la produccion de penicilina fucron reducidas 70 y 90 %,

respectivamente. Estudios de microscopia electrénica mostraron que la morfologia de P.
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chrysogenum en cultivo sumergido, fue modificada en respuesta a cambios en Ia
concentracién de CQ,. Cuando se adicioné CO: entre 0.03 y 8 %, la morfologia
predominante fue la forma filamentosa. Sin embargo, a 15 %, el aspecto de la hifa es de
hinchamiento y aparecen formaciones de células esféricas parecidas a levaduras (Ho y Smith
1986 a y b; Ho ef al.,, 1987). Este comportamiento posiblemente es debido a cambios
producidos en la estructura de la pared celular promovidos por el CO,. Este gas puede
alterar la estructura de los 4cidos grasos. De la misma manera, ¢l idn bicarbonato puede
afectar la superficie cargada de la porcion polar de los grupos fosfolipidicos y de las
proteinas periféricas, lo cual reduce la velocidad de transporte a través de la membrana y la
pared celular (Ho y Smith, 1986a). A clevadas concentraciones de CO, la disociacién del
acido carbonico podria neutralizar la carga interna de la membrana, induciendo hinchamiento
osmdtico y causando una penetracién de iones dentro de la membrana. Bajo esta condicién
se generaria una alta concentracion de iones y una polarizacidén de la membrana, resultando
en velocidades lentas de transferencia tanto para el CO, y metabolitos secundarios a través

de lIa membrana (Ho y Smith, 1986a).

En otro estudio, se observd que altas concentraciones de CO, (20 %) en el gas influente
reducen el comportamiento no Newtomiano de los caldos de cultivo y disminuyd la
viscosidad aparente, en comparacién al cultivo sin adicion de CO,. Una ligera adicion de
CO; al caldo de cultivo (5 %), promovié la variacién en la morfologia de P. chrysogenum,
de un micelio normal a hifas mas largas, las cuales se modificaron a “pellets” esféricos

rugosos cuando se sometid el cultivo a altas concentraciones de CO, (Ju ef al., 1991).
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Otro de los sistemas bioldgicos ampliamente estudiados es el de Aspegillus niger y la
produccion de 4cido citrico. McIntyre y McNeil (1997a) estudiaron (en cultivos por lote) la
influencia del CO, sobre la produccién de este icido organico por 4. niger. Encontraron que
concentraciones superiores al 3 % de CO, estan asociadas con una disminucién en la
concentracion final de biomasa y citrato, ademéas de una reduccidn en el consumo de
sustrato. El grado de inhibicién fue mayor conforme se aument6 la concentracion de CO..
Niveles elevados de CO; disuelto estuvieron asociados con cambios criticos en parametros
morfolégicos, obteniéndose incrementos en el tamafio de la hifa y en la longitud de las
ramificaciones. McIntyre y McNeil (1997b) también investigaron los mismos efectos pero en
cultivo continuo. Observaron que bajas concentraciones de CO; (2 %) estimularon la
produccion de citrato; sin embargo, al adicionar CO, a niveles superiores a 7.5 %, el grado
de inhibicién fue significativo. Cultivos continuos mostraron menos inhibicion que los
cultivos en lote en términos de biomasa y sintesis del acido organico (McIntyre y McNeil,

1997¢).

También han sido estudiados otros microorganismos miceliares. Tal es el caso de Sclerotium
rolfsii (Kristzman et al. 1977). Al incubar este microorganismo en atmésferas enriquecidas
de CO, de 0.5 a 2 % (v/V), la velocidad de crecimiento del micelio se incremento 400 % en
comparacion a los cultivos crecidos en aire. Sin embargo, la formacion de esclerocios fue
inhibida, mientras que una concentracion de 10 % de CO, inhibid totalmente el crecimiento.
Ellos sugieren que el crecimiento de las hifas y la formacion de esclerocio en S. rofsii
requieren un incremento en energia vy el suministro de intermediarios para la generacion de

carbohidratos, los cuales son suministrados por la via del glioxilato. El CO; no es
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unicamente incorporado a constituyentes celulares sino que también inhibe la via del 4cido
citrico. El hongo supera la inhibicion parcial del ciclo del 4cido tricarboxilico (ATC) al
operar por la via alternativa del glioxilato y, como consecuencia, se inhibe la enzima

succinato 2,6-diclorolindo-fenol reductasa, afectando la formacién de esclerocio.

Jones y Greenfield (1982) proponen que, en hongos, el ciclo del 4cido tricarboxilico (ATC)
puede ser el blanco de inhibicién del CO,. Esta inhibicion parece ser mediada via
oxalacetato, inhibiendo la succinato deshidrogenasa, la cual pudiera estimular Jla
carboxilacion de piruvato a oxaloacetato por PEP-carboxiquinasa, siendo éste el principal

sitio de accidn para dirigir una inhibicién secundaria.

En general, los efectos del CO, sobre los diferentes sistemas biologicos anteriormente
descritos (los cuales son resumidos en la tabla 2.2), son encontrados a nivel de membrana
celular y cambios en el pH intracelular. En la membrana, el CO, interactua con Ypidos,
disminuyendo la habilidad de la célula para incorporar varios iones. Niveles altos de CO- son
conocidos como causantes de anestesia (Dixon y Kell, 1989), un proceso que tiene su sitio
de accion primario en los acidos grasos de la membrana plasmética. La absorcion de un
agente anestético (i.e. CO,) en la membrana promueve que una regién hidrofobica se
expanda mas alld de su tamafio critico (Sheldon,1980). Esto puede alterar la actividad
funcional de las proteinas y causar cambios en la fluidez de la membrana. Estos efectos
podrian tener importantes consecuencias para todas las funciones mediadas por la

membrana.
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Tabla 2.2 Efecto del CO; sobre diferentes sistemas biologicos.

Microorganismo Efecto Conc. de CO,  Autor

Bacillus subtilis Inhibicién en la produccién de pCO,>0.08 atm Ishizaki et af. (1971b)
inosina
Obtencion de la enzima G-amilasa 0.06 atm Gandhi y Kjaergaard
con alta actividad (1975)

Pseudomonas fluorescens  Estimulacién del crecimiento en <(.13 atm Gill y Tan (1979)
medio simple.
Inhibicion del crecimiento en Todos los mni-
medio complejo veles

Acetobacter xylium Reduccién en la velocidad de  >0.025atm  Kouda ef ¢f. (1997)
produccion de celulosa bacteriana

Pseudomonas alealigenes  CO, disuelto identificado como la - Geraats (1994)
principal causa de inhibicidn en
escalamiento.

Cultivos termdfilos Disminucion de la temperatura >0.3 atm Hansson (1982)
max. en degradacion de acetato

Escherichia coli Acortamiento de la fase lag 0.0075 atm Repaske y Clayton {1978)
Maximo rendimiento de biomasa 0.05 atm Lacoursiere et al. (1986)
No mostrd efecto inhibitorio en 0.2 atm Mori et ai. (1983)
cultivo alimentado

Candida brassicae No mostrd efecto alguno 0.61 atm Mori ef al. (1983)

Saccharomyces cerevisiae

Sclerotium rolfssi

Penicillum chrysogenum

En cultivo contihuo: dismi-
muciones de 25% en concentra-
cidn celnlar v 50% en glicerol,
incrementc de 8% en la con-
centracidn de etanol.

Disminucién en el rendimiento
celnlar en matraces

Incremento en la velocidad de
crecimiento e  inhibicidn en
formacién de esclerocio
Inhibicién total

Cultivo continuo: disminucién de
50% en la velocidad de sintesis del
antibidtico.

Cultivo en lote: disminuciones en
velocidades de crecimiento vy
sintesis del antibidtico en 40 y
23%, respectivamente v cambios
en morfologia.

Cambios en el comportamiento
reoldgico del cultivo

Incremento de
0.422a1.92 atm

0.35 atm

0.01-0.02 atm

0.1 atm

0.08 atm

0.126 atm

0.2 atm

Kuriyama ef al. (1993)

Kato y Tanaka {1998)

Kritzman et al. (1977)

Pirt y Mancini (1975)

Ho y Smith (1986a)

Ju et al. (1991)
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Tabla 2.2 Efecto del CO, sobre diferentes sistemas biolégicos (continuacion).

Microorganismo  Efecto Conc. de CO,  Autor

Aspergillus niger  Cultivo en lote: disminuciones en las >0.03 atm  McIntyre y McNeil (1997 a)
concentraciones de biomasa, citrato,
consumo de sustrato y cambios en
morfologia McIntyre y McNeil (1997 b)
Cultivo continuo: disminucién de 30 % 18%
de la concentracion de biomasa

Por otro lado, el pH intracelular puede ser alterado por altos niveles de CO;. Dixon y Kell
{1989) han propuesto que un factor determinante en la eficiencia del CO; como inhibidor, es
su capacidad para penetrar la membrana bacteriana, causando cambios en el pH intracelular.
Ellos proponen dos mecanismos por los cuales niveles elevados de CO, disminuyen la
velocidad de las reacciones catalizadas por enzimas. La primera propuesta es que
incrementos en los niveles de CO, pueden alterar la produccion de enzimas especificas por
induccién/represion en la sintesis de éstas. La segunda propuesta es que niveles altos de CO»
dentro de la célula producen HCOs', el cual es central en la regulacién del metabolismo

celular, estimulando ¢ inhibiendo algunas enzimas.

Se debe de tener en mente que los diferentes mecanismos propuestos no actiian de modo
aislado y los efectos de altas concentraciones de CO; pueden ser mediados por diferentes
mecanismos, los cuales interactilan entre si. En vista de que el CO; estd involucrado en
todas las reacciones de carboxilacion/descarboxilacién, tanto como producto o sustrato, éste
puede tener un impacto en el metabolismo celular en diferentes sitios (McIntyre y McNeil,

1998).
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2.4 Alginatos y Azotobacter vinelandii

El polisacarido alginato es obtenido de algas marinas desde el siglo pasado (Gacesa, 1998).
Las especies de algas empleadas en la extraccion del polimero principalmente son:
Laminaria, Ascophyllum y Macrocystis (Jarman, 1979). La sintesis de este polimero no es
exclusivo de algas, también especies bacterianas como Pseudomonas y Azotobacter pueden

producir alginatos.

2.4.1 Fisicoquimica del alginato

El alginato es un compuesto de acido B-D-manurénico y su epimero C-5 o-L-gulurénico.
Estos monomeros pueden ser arreglados en forma homopolimérica (polimanuronato o
poliguluronato) o estructuras de bloque heteropoliméricas, a lo largo de una cadena lineal
(Gacesa, 1998). Los alginatos de origen bacteriano son normalmente O-acetilados en la

posicion 2 o 3 de los residuos del acido D-manurénico (Rehm y Valla, 1997).

La estructura de bloque y el grado de O-acetilacién determinan las propiedades
fisicoquimicas del alginato bacteriano. La viscosidad intrinseca del alginato, determina la
viscosidad en solucién. Esta propiedad depende principalmente del peso molecular del
polimero, asi como de la polidispersidad de su masa molecular. Las propiedades gelificantes
de los alginatos son debidas a su capacidad para unirse a cationes divalentes o multivalentes.
El'mas importante es el ion de calcio, el cual produce cambios conformacionales, induciendo

la gelificacién por el modelo conocido como la “caja de huevos” (Clementi, 1997).
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2.4.2 Aplicaciones del alginato

El alginato tiene un numero de propiedades que son deseables en la produccién de
alimentos. Son solubles tanto en agua caliente como en agua fria, actian como espesantes,
agentes gelificantes, formadores de peliculas y estabilizantes. Ademas, tienen la habilidad de
formar geles estables al calor e imparten estabilidad en el descongelamiento de productos

(Pszczola, 1998).

La industria farmacéutica generalmente utiliza algimato y 4cidos alginicos en formas
altamente purificadas como estabilizante de soluciones y dispersiones que contienen
sustancias s6lidas, asi como agente de unién y desintegrante en tabletas. También son
usados en la industria textil (impresiones), tratamiento de papel, de aguas residuales, sellado

de latas, fabricacién de ceramicas, entre otras (Clementi, 1997).

2.4.3 Alginatos bacterianos

Todos los alginatos usados para propdsitos comerciales son producidos mediante la cosecha
de algas cafés (Pszczola, 1998). Sin embargo, hay factores que hacen probable que en un
futuro los alginatos bacterianos sean productos comerciales. El primero, es el relacionado
con el impacto ambiental asociado con la cosecha de las algas marinas y el procesamiento de
éstas. Bl segundo es ¢l relacionado con la calidad del producto final. Las propiedades de los
alginatos purificados son determinadas por su grado de polimerizacion y acetilacion, ademas
de la composicién del mondémero y su secuencia. Estas caracteristicas son potenciahmente
alcanzables en los alginatos de origen bacteriano (Clementi, 1997). El grado de

polimerizacién afecta la viscosidad de los alginatos; sin embargo, en bacterias se puede
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controlar este pardmetro mediante las condiciones de fermentacion y mediante

manipulaciones genéticas (Rehm y Valla, 1997).

Actuabmente existe un gran interés en la produccidon de alginatos bacterianos. Las especies
de Pseudomonas exhiben altos rendimientos (por unidad de carbono consumido) superiores
que las variedades de Azorobacter. Aunque Pseudomonas mendocina es conocida como una
especie no patdgetona, los riesgos potenciales de patogenicidad asociados con
Pseudomonas hacen de Azotobacter vinelandii una alternativa mas apropiada para la
produccién de este polimero. Ademas, los alginatos excretados por Pseudomonas spp.
contienen largas regiones contiguas de residuos L-manurénico, mostrando pobres

propiedades gelificantes (Clementi ef al., 1983).

2.4.4 Biosintesis de alginato

En la produccion de alginatos bacterianos, el punto inicial en la biosintesis del polimero es la
fructosa-6-P. Se ha establecido que los sustratos de crecimiento de 6 carbones son oxidados
a través de la via de Enther-Doudoroff, el piruvato derivado de la oxidacion de aziicares es
alimentado en el ciclo del TCA antes de la sintesis de la fiuctosa-6-P (mediante la

gluconeogénesis), y posterior formacion del alginato.

La figura 2.1 ilustra la biosintesis de alginato partiendo de la fructosa-6-fosfato, la cual es
isomerizada a manosa-6-fosfato por la enzima fosfomanosa isomerasa. Mediante la enzima
fosfomanosa mutasa, la manosa-6-fosfato es isomerizada a manosa-1-fosfato. El compuesto

anterior es activado a GDP-manosa por la intervencion de la enzima GDP-manosa
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pirofosforilasa, posteriormente se forma el GDP-acido manurdnico, gracias a la accién de la
GDP-manosa deshidrogenasa. Finalmente, la polimerasa (paso 5 en la figura 2.1), incorpora

residuos de dcido manurdnico en el crecimiento de la cadena de alginato (Gasesa, 1998).

Sacarosa
|}
Ciclo TCA € Glucosa
I,
Gliceraldehido-3-fosfato
U

D-fructosa-6-fosfato

1 ! Fosfomanosa isomerasa
D-manosa-6-fosfato

2 4 Fosfomanosa mutasa

D-manosa-1-fosfato

3 4 GDP-manosa pirofosforilasa
GDP-D-manosa
4 ~U» GDPmanosa deshicfrogenasa

GDP-D-acido manurénico
5 U Polimerasa
manuronano {ManA),
6 J Acetil transferasa

manuronano OAc(ManA)u+

7 U Manuronano C-5 epimerasa
Alginato
(-MMGGGMGMM-)

Figura 2.1. Biosintesis de alginato en A. vinelandii; 1: Fosfomanosa isomerasa, 2:
Fosfomanosa mutasa, 3: GDP-manosa pirofosforilasa, 4: GDPmanosa
deshidrogenasa, 5: Polimerasa, 6: Acetil transferasa, 7. Manuronano C-5
epimerasa.
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En el polimero final, la enzima epimerasa (paso 7 en figura 2.1) convierte residuos de f-D- -

manuronato a o-L-guluronato. En 4. vinelandii, 1a epimerizacion se lleva a cabo fuera de la
célula, Tales enzimas introducen tanto estructuras de bloques alternantes como
homopoliméricos. Los iones de calcio son necesarios para la actividad de la enzima, pero no

necesitan cofactores como NAD/NADH (Ertesvag y Skjak-Braek 1996).

2.4.5 Azotobacter vinelandii

Azotobacter vinelandii es una bacteria aerobia estricta fijadora de nitrogeno, la cual
cataboliza la fuente de carbono mediante 1a via de Entner-Doudoroff, ciclo de las pentosas
fosfato y ciclo de los 4cidos tricarboxilicos (ATC). En respuesta a incrementos en la tension
de oxigeno disuelto (TOD), aumenta la velocidad especifica de respiracion y entonces
convierte una gran proporcion de la fuente de carbono en bidxido de carbono, un proceso
energéticamente indtil. Este rasgo del metabolismo ayuda a mantener un ambiente de baja
poncentracién de oxigeno, protegiendo el sistema de nitrogenasas que son sensibles al
oxigeno (Jarman, 1979). Ademas, bajo condiciones donde el suministro de oxigeno es
restringido, se sintetiza un polimero intracelular de reserva, el polihidroxibutirato (PHB),
que en algunos casos puede contribuir hasta con un 50 % del peso seco de la céhula
(Clementi, 1997). Es interesante notar que tanto la acumulacion de PHB y la secrecion de
alginato estan asociados con el proceso de enquistamiento. Este proceso genera células
esféricas, que se encuentran en una estado de vida latente y que son resistentes a la
desecacidn en condiciones adversas de crecimiento (Brivonese y Sutherland, 1989). Esto

representa una desviacion del sustrato carbonado de la sintesis de alginato. Para un maximo
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rendimiento de alginato (con respecto al carbohidrato empleado) es crucial tener un estricto

control en el suministro de oxigeno (Jarman, 1979).

2.4.6 Generacion de CO; por A. vinelandii
Debido a la alta tasa respiratoria del microorganismo es importante identificar los sitios
donde el CO, es generado y ademds utilizado, ya que esto permite tener un mejor

entendimiento del sistema 4. vinelandii-CQO,.

Una de las vias importantes de cualquier organismo aerobico es la del ciclo de los 4cidos
tricarboxilicos {ATC), donde se pueden identificar 2 lugares de produccién de CO,. Uno es
en la transformacién del isocitrato a o-cetoglutarato, mediante la accién de la enzima
isocitrato deshidrogenasa. La siguiente reaccién es la obtencién de un compuesto de 4
carbonos mediante la descarboxilacién del o-cetoglutarato, catalizado por la enzima o
cetoglutarato deshidrogenasa. Para que la acetilCoA entre al ATC es necesario que el
piruvato pierda un carbono mediante la generacion de CO,, reaccidén que es catalizada por la

piruvato deshidrogenasa (Stryer, 1982).

Otra via que produce CO, es la de las pentosas fosfato, la cual genera NADPH y ribosa-5-P
en el citosol. El NADPH es utilizado en la biosintesis de especies reductoras y la ribosa-5-P
se usa en la sintesis de RNA, DNA y coenzimas. Cuando las células necesitan mas NADPH
que ribosa-5P se pueden generar 12 NADPH por cada molécula de glucosa-6P, la cual es

completamente oxidada a CO, (Stryer, 1982).
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La principal via de formacion del alginato es mediante la via Entner-Doudoroff, seguido por
la sintesis de fructosa-6P a partir de dos moléculas de gliceraldehido-3P. Para formar el
gliceraldehido-3P participan dos reacciones que son de gran importancia. El piruvato,
mediante una reaccidn de carboxilacién, produce oxalacetato, el cual a su vez es
descarboxilado, formando fosfoenolpiruvato, compuesto que sufre cuatro modificaciones
para obtener ¢l gliceraldehido-3P, indispensable para la formacién de fructosa 1,6 bifosfato

{Stryer, 1982).
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Capitulo III

Objetivos

General

o Estudiar el efecto del CO; en la cinética de crecimiento de Azotobacter vinelandii y sobre

la produccion y calidad del alginato obtenido.

Especificos

* Determinar la evolucidn del CO, producido por A. vinelandii durante la fermentacion.
* Evaluar €l efecto del CO, sobre la cinética de crecimiento de A. vinelandii y la produccion
del alginato al variar la presion parcial del CO; en el gas de entrada del fermentador (bajo

condiciones controladas de O, y agitacidn).

» Caracterizar los alginatos producidos {con respecto a su peso molecular), en los cultivos

sometidos a diferentes niveles de CO, en el gas influente.
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4.1.3 Inéculo

Los procedimientos de mantenimiento de la cepa han sido descritos previamente por
Miranda (1998). La cepa se transfirié de un cultivo de medio inclinado a cajas Petri,
conteniendo medio Burk modificado. Se cultivo durante 72 horas a 29°C. Las células asi
obtenidas se usaron en la preparacion del indculo del fermentador, el cual es producido
en matraz, de la siguiente manera: se inocularon 100 ml de medio de cultivo Burk
modificado contenido en matraz Erlenmeyer de 500 mL y se incubd a 200 rpm y 29°C,

durante 24 h. o hasta alcanzar una densidad optica de 0.1.

4.1.4 Sistema de fermentacion

Los cultivos fueron realizados en un fermentador de 1.5 L (Virtis) equipado con tres
turbinas Rusthon (didmetro impulsor/didmetro del tanque = 0.5) con un volumen inicial
de 1.0 L. El pH fue controlado a 7.2 mediante la adicion automatica de NaOH (2 N). La
espuma fue controlada manualmente mediante Ia adicion de silicon (Dow Corning) al 10
% (p/v). La tension de oxigeno disuelto (TOD) fue medida mediante un electrodo
polarografico de oxigeno (Ingold), cuya sefial fue amplificada y adquirida por una
computadora Macinthosh II SI, via una interface Mac Adios II A/D & D/A (GW
Instruments). La TOD fue controlada en linea, usando un programa escrito en Microsoft
Quickbasic (Aguilar-Aguila ef al., 1993). La TOD fue controlada a 3 % con respecto a
la saturacién del aire, mediante la manipulacién de la presién parcial de nitrégeno y
oxigeno en la alimentacién, a fravés de controladores de fluyjo masico (Brooks

Instruments) y usando un algoritmo de control proporcional. Las fermentaciones se
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corrieron a un flujo de gas constante de 800 ¢ccpm, 29°C y una velocidad de agitacion de

700 rpm.

Con el sistema descrito se logré controlar satisfactoriamente la TOD en los valores

cercanos al set point.

0800000 om&&@ﬁ"ﬁ“l
B0 0 0 |joooOoasw
Enivad ,! [T a

P

MNaOH

Figura 4.1 Esquema del sistema de fermentacion y adquisicion de datos (adaptado

de Rocha, 1999).
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4.2 Métodos analiticos

4.2.1 Analisis del digxido de carbono a la salida del fermentador

Se monitoreé el CO, en el gas efluente del bioreactor mediante un detector infrarojo

(Columbus Instruments International Corporation, modelo 1410), de la siguiente manera:

a) Calibracién del equipo: Primero se fij6 el cero mediante un flujo constante de
nitrogeno a 800 ccpm, 14.7 PSI y 21°C y para la calibracién del punto de deteccion
maxima del equipo (18 %) se empled una mezcla de gases de N> y CO,, bajo las mismas
condiciones anteriormente descritas. Se ajustaron los valores obtenidos en la sefial
aniloga de salida con las concentraciones de CO, conocidas mediante el uso de un
multimetro digital (Otto, MI16H). Las lecturas fueron dadas en porcentaje. Esta
operacién se repite varias veces hasta que la sefial analoga corresponda con la

concentracion de CO, utilizada.

b) Después de calibrar el equipo, el sistema fue conectado a la salida de la corriente de
gases del fermentador. Antes de entrar el gas al equipo de deteccidn es pasado a través de
un condensador v una trampa de humedad, la cual contiene perclorato de potasio (GFS

Chemicals, Inc.) con la finalidad de eliminar la humedad presente en el gas.

4.2.2 Determinacion de la concentracion de CO; disuelto en el caldo de cultive

La concentracion de CO; {disuelto) en el caldo de cultivo se estimé mediante la ecuaciéon

propuesta por Royce y Thornhill (1991). Tomando en cuenta que la concentraciéon de
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CO; (disuelto) en el caldo de cultivo, se puede calcular, asumiendo que el CO; en el caldo

de cultivo esta en equilibrio con el gas a la salida del fermentador.

_%COo;" | (P—Pw)
100  H{CO,}

[co,],

Donde:

%CO,™= Presion parcial de CO; en la salida de los gases.(atm)
H{CO;}= Constante de la ley de Henry para CO, = 33.555 atm-l-mol”
P= Presion total en el fermentador = 1 atm

Pw= Presién parcial del agua en el gas de salida =6,1781x107 atm (Royce, 1992)

4.2.3 Determinacion de sacarosa por el método de B-fructofuranosidasa-DNS

Este método se basa en la hidrolisis de la sacarosa usando una invertasa y la posterior
medicién de los aziicares reductores libres por la reduccién del acido dinitrosalicilico (DNS),
formando un compuesto nitroaminado colorido (amarillo), cuya de;lsidad Optica es
proporcional a la concentracion de grupos reductores (Miller, 1959).

a) Soluciones empleadas

Solucion de DNS: Pesar 16 g de hidroxido de sodio, 300 g de tartrato de sodio y potasio, y 10
g de DNS y mezclar en este orden en 1.0 L de agua destilada, calentando para una disolucion
total.

Solucién enzimatica: Mezclar 2.5 mg de la enzima B-fructofuranosidasa (Gist-Brocades con

una actividad de 243 U/mg a 40°C) con 1 mL de amortiguador de citratos (0.32 M, pH 4.6).
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Figura 4.2 Curva estandar para la determinacion de sacarosa
b) Procedimiento

Se tomd una alicuota de 1.0 mL del caldo de fermentacion y se diluyé 1/25 con agua
destilada. De aqui, se depositaron 0.9 mL en tubos de ensaye y se mezclaron con 0.1 mL de
la solucién enzimatica. La mezcla se incub6 a temperatura ambiente durante 3 minutos y
posteriormente se adiciono 1 mL de DNS (acido 3,5-dinitrosaliclico, Sigma Chemical Co.).
Los tubos se calentaron a ebullicidn durante 5 min e inmediatamente después se enfriaron en
bafio de hielo. A cada tubo se le adicionaron 10 mL de agua destilada y se leyd la absorbancia
a 540 nm contra un blanco de reactivos. Los valores se extrapolaron en la curva patron, la
cual se elabord utilizando soluciones de sacarosa en concentraciones de (0.2 a 1.0 g/L (figura

4.2).

39



Materiales v Métodos

4.2.4 Determinacion de biomasa

La determinacion de biomasa fue por un método gravimétrico y los resultados obtenidos
se expresan en g/L de peso seco.

a) Soluciones empleadas

Solucion de EDTA (0.1 M): Disolver 1.9 g de etilendinitrolotetracetato disdédico (EDTA)
en 50 mL de agua destilada.

Solucion de cloruro de sodio (1.0 M): Disolver 2.92 g de cloruro de sodio en 50 ml. de

agua destilada.

b) Procedimiento

Se mezclaron 10 mL de caldo de cultivo con 1 mL de EDTA (0.1M) y 1 mL de NaCl
(1.0M). La mezcla se centrifugd a 12,000 rpm durante 15 minutos en una centrifuga
(Beckman J2HS), usando el rotor JA20. Posteriormente, se separé el sobrenadante y el
paquete celular fue lavado 3 veces con una mezcla de EDTA/NaCl 1:1 (v/v). Enseguida,
el paquete celular fue filtrado al vacio a través de membranas Nucleopore con tamafio de
poro de 0.45 pum (puestas con anterioridad a peso constante). I.a membrana conteniendo

la muestra fue secada por 24 horas a 70°C en una estufa.

4.2.5 Extraccion y cuantificacién de alginato (Jarman ef a/.,1978)
La técnica se basa en la precipitacion del alginato con isopropanol y cuantificacion
gravimétrica del mismo.

a) Procedimiento
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Se mezclaron 10 mL de caldo de cultivo con 1 mL Na,EDTA (0.1 M) y 1 mL de NaCl
(1.0 M) y posteriormente se centrifugd a 12,000 rpm {centrifuga Beckman J2-HS)
durante 20 min. Se separo el sobrenadante y se mezclé con 30 mL de isopropanol para la
precipitacion del producto. Por filtracion se separé el precipitado y se resuspendié en 10
mL de agua desionizada por 10 minutos con agitacion constante y se volvid a precipitar
con el mismo volumen de isopropanol. El producto se filird en membranas Whatman
(No. 1, 1.6 um de didgmetro de poro), las cuales se secaron a 60°C por 24 h (hasta peso
constante). Finalmente se pesé el filiro y se calculd la concentracion de polisacarido en el

medio.

4.2.6 Determinacién de la viscosidad

La viscosidad del caldo de cultivo se midié en un viscosimetro de cono y plato (Wells-
Brookfield LVT, Series 82198). Todas las determinaciones se hicieron a temperatura
ambiente (25°C) a 6 r.p.m. y usando el cono CP-52, lo cual corresponde (de acuerdo a

los datos del fabricante) a una velocidad de deformacion de 12 s™.

4.2.7 Distribucion de pesos moleculares

La distribucién de pesos moleculares se determind por cromatografia de filtracion en gel
(CFQ) usando una serie de columnas Ulirahidrogel (UG 500 y 2000, Waters) de 7.8 mm
(diAmetro interno) por 300 mm, acopladas a un equipo de HPLC (Waters 625) con un
detector de indice de refraccion (Waters, 410). Como fase mévil se usé NaNO; 0.1M a

35°C a un flujo de 0.9 mL/min. La sefial del detector fue procesada con un programa PC
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compatible (Maxima GPC, Waters). La calibracion de las columnas se llevo a cabo con
un método estindar de calibracion utilizando pululanos de Aureobasidium pullulans
como estandares de peso molecular con un rango 5,800 a 1,600,000 daltones (Pefia,

1998).

4.2.8 Medicion de actividad alginasa por medio de cromatografia (HPLC)

Esta técnica se basa en enfrentar alginato comercial con un extracto enzimético (obtenido
del sobrenadante de los cultivos realizados), cuantificandoe los cambios en la distribucion
de los pesos moleculares del polimero empleado con respecto al tiempo, los cuales son

determinados mediante cromatografia de filtracién en gel.

a) Soluciones

Solucion de TRIS (0.05M): Disolver 18.165 g de TRIS en 3 L de agua destilada y ajustar
el pH a 7.2 con HCl concentrado.

Sustrato (alginato): Pesar 250 mg de 4cido alginico y disolverlo en 50 mL de solucién
TRIS.

b) Procedimiento

1) Mezclar 10 mL de caldo de cultivo con 1 mL de Na;EDTA (0.1 M) y 1 mL de NaCl
(1.0 M) vy posteriormente centrifugar a 12,000 rpm (centrifuga Beckman J2-HS) durante
20 min,

2) Colocar el sobrenadante obtenido en membranas preparadas para dilisis y sellarlas con

broches.
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3) Dichas muestras depositarlas en la solucidn de TRIS con agitacion constante a una
temperatura de 4°C, durante 12 horas.

4) Posteriormente se enfrentan 4 mL de sustrato (solucién de alginato) y 1 mL de
muestra, en tubos de ensaye.

5) De la solucioén anterior, se toman 200 UL y se calientan a temperatura de ebullicién
durante 5 minutos (To).

6) Los tubos se conservan en hielo.

7) El resto de la solucién se incuba durante 4 horas a temperatura ambiente.

8) Se repite el punto nimero 5.

9) Las muestras obtenidas se filtran a través de membranas Nucleopore (0.2 pM de

didmetro de poro) y posteriormente se inyectaron en el HPLC.

4.2.9 Integracion de las curvas de generacion de CO-

Con la finalidad de identificar diferencias entre las condiciones evaluadas con respecto a
la generacién de CO,, se procedi6é a integrar las curvas de generacion de este gas. Para
ello, los datos obtenidos (medicion del CO, en el gas efluente) de las diferentes
condiciones fueron procesados mediante el programa Microcoal Origin versidn 3.5 bajo
ambiente Windows. Las areas obtenidas de la integracién de las curvas de CO;, fueron

normalizadas tomando como unidad el valor promedio obtenido del cultivo testigo.

4.3 Calculo de los parametros cinéticos y estequiométricos

La velocidad especifica de crecimieno (kL) fue calculada mediante la siguiente expresion:
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dX/dt=uX (4.1)
Donde:
dz/dt = Velocidad de crecimiento
W = Velocidad especifica de crecimiento en la fase exponencial.
De la integral de la ecuacién (4.1) se obtiene:

X=Xoe" :
Simplificando:
mX=mhXo+pt

Posteriormente se grafico el tiempo contra /n X, y la pendiente obtenida representa la

velocidad especifica de crecimiento.

Las constantes de la ecuacidon de Luedeking-Piret para producto fueron calculadas de
acuerdo con Miranda (1998), donde «. se refiere a la produccion asociada al crecimiento

y B es el término que representa la produccion no asociada al crecimiento.

Se parti6é de la ecuacion logistica:
dX/dt =uX (1- X / Xm) 4.2)

Donde:

Xm = Maxima concentracién de biomasa

Para la formacion de producto se utilizd la siguiente ecuacion:
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dX/dt =o dX/dt + BX (4.3)
Ia integracion y rearreglo de la ecuacion (4.2) genera la siguiente ecuacion:
X(t) = Xo e "t/ [1 -~ (Xo/Xm) (1 - e Mut)] (4.4)
La integracion de la ecuacidén (4.3) y la posterior sustitucion en la ecuacion (4.4) genera

Ia evolucion de P en el tiempo (4.5):

P(t) = Po + 0, (Xm / ) In [1 — (Xo/Xm) (1 - e "ut)] (4.5)

+B Xo {e ut/[1 — (Xo/Xm) (1 - e "ut)]}

El parimetro P (constante no asociada al crecimiento) se evaludé a partir de los datos
experimentales de dP / dt tomados de la cinética de cultivo en la fase estacionaria.

B =(dP/dt) Xm
El valor (dP / dt) se obtuvo a partir de los incrementos de P (alginato) en el tiempo (t) a

partir de los datos experimentales.

El parametro ¢ se obtiene a partir de la ecuacion (4.5) rearreglada:
P(t) =Po + o Xo {e"ut/[1 — (Xo/Xm) (1 - e “ut)]} (4.5)
+B (Xm/p) In[1 - (Xo/Xm) (1 - e "ut)]
de tal forma que:
P(t) —Po=0aXo {e Nt/ [1 ~(Xo/Xm) (1 - e "ut)]}

+B (Xm/ ) In[l — (Xo/Xm) (1 - e "ut)]
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Como:
X(1) = {e"ut/[1 - (Xo/Xm) (1 - e "ut)]}
El pardmetro o {constante asociada al crecimiento), se obtuvo de la pendiente que resulta

de graficar P —Po - B (Xm/ ) In[1 — (Xo/Xm) (1 - e "ut)] contra X{o) — X(t).

Los rendimientos de biomasa y de producto en base a sacarosa {Yx/s y Yp/s), asi como
las velocidades especificas de sintesis de polimero y las velocidades especificas de
consumo de sacarosa fueron calculados a partir de los datos experimentales, mediante los

incrementos de las variables involucradas.

Nota:

En el apéndice se presentan ejemplos de los calculos de la velocidad especifica de

crecimiento, de rendimientos y de velocidades especificas.
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Resultados y Discusion

5.1 Fermentacion testigo

Una de las interrogantes planteadas en el presente trabajo fue: ;Qué tanto CO; es
generado por Azotobacter vinelandiil. Para responder esta pregunta, se realizaron
cultivos en biorreactor controlando la tension de oxigeno disuelio (TOD) a un nivel de 3
% vy sin adicién de CO, (condicion que definiremos como testigo). El control de 1a TOD
se realizd variando las presiones parciales de oxigeno y de nitrégeno en la entrada de los
gases, con una velocidad de agitacion constante de 700 r.p.m., a un pt de 7.2 y 29°C.
Esta condicién (3 % de TOD y 700 rpm), fue elegida por ser donde se obtienen las
concentraciones maximas del polimero, y el crecimiento del microorganismo ocurre sin
limitaciones de tipo difusional (Pefia, 1998). Ademas, el CO; en el gas efluente, la tension
de oxigeno disuelto (TOD) y las concentraciones de biomasa, alginato y sacarosa fueron
medidos en intervalos regulares durante los cultivos (para mas detalles ver materiales y

meétodos).

En la figura 5.1 se muestra como, a través del sistema de adquisicidn y control de datos,
se logrd mantener -mediante la variacion de las presiones parciales de los gases oxigeno y
nitrégeno- el valor asignado como set point de TOD (3 %) durante la mayor parte del
cultivo. También se muestra €l adecuado control de pH que se logré durante la

fermentacion, mediante 1a adicion de NaOH 2N.
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Figura 5.1. Perfiles tipicos de oxigeno disuelto, gases (oxigeno y nitrégeno) y pH durante el

cultivo testigo (3% TOD, 700 r.p.m. y 29°C) de A. vinelandii.

La figura 5.2 muestra la evolucién de CO,, la cinética de crecimiento, produccion de
alginato y consumo de sacarosa para estos cultivos (700 r.p.m., 3 % de TOD, sin adicién
de CO,). Cada uno de los puntos representados en la grafica representa el promedio

de dos fermentaciones bajo esa misma condicién, con su respectiva barra de error.
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Figura 5.2, Evolucién de CO,, cinéticas de crecimiento, produccién de alginato y consumo de

sacarosa en el cultive control.
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En la figura 5.2 se puede observar que la concentracién maxima alcanzada de biomasa
fue de 3.4 g/L, lo cual ocurrid a las 17 horas del cultivo. La produccién de alginato fue
asociada al crecimiento celular, alcanzandose una concentracién del polimero de 4.65
g/L, al final del cultivo. El consumo de sacarosa al término de la fermentacién (17 horas)

fue de un 87.5 %.

La figura 5.2 muestra que el valor de CO, medido en el gas de salida del biorreactor
estuvo relacionado con la concentracion celular en el fermentador. El nivel de CO; se
incrementd conforme el microorganismo crecia, alcanzando una concentracién de
méxima 4.8 % de CO; {a las 16 horas), disminuyendo hasta valores de 1 % cuando

finalizo el crecimiento del microorganismo.

Los resultados obtenidos en €l presente estudio fueron semejantes a los reportados por
Pefia (1998). Este autor reporta (para las mismas condiciones) concentraciones maximas
de 3.3 g/L y 5.0 g/L para biomasa y alginato, respectivamente. Ademds, la velocidad
especifica de crecimiento calculada en el presente trabajo (0.225 h') es igual a la

reportada previamente por Pefia (1998).

Como se explico con anterioridad, la concentracion méaxima de CO. generada por
A.vinelandii en el culiivo testigo, fue de 4.8 % en el gas efluente del fermentador. Este
valor se encuentra abajo del limite tolerable (5 %) por una gran cantidad de

microorganismos (Jones y Greenfield, 1982). Sin embargo, este nivel de CO, generado es
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inferior al producido por otros sistemas bioldgicos como Penicillium chrysogenum (Ho y
Smith, 1987) y Aspergillus niger (Mclntyre y McNeil, 1998). Estos microorganismos
generaron valores de CO. de hasta 8 %. EI CO; es un producto de particular importancia
para A. vinelandii, ya que este gas es generado como resultado de un proceso en el cual
¢l microorganismo incrementa su respiracién para disminuir el oxigeno presente en el

medio, con el propédsito de proteger su sistema de nitrogenasas.

Este cultivo testigo, ademds de permitir conocer cual es el nivel de CO; generado por A.
vinelandii, permiten tener un punto de referencia para evaluar los cultivos llevados a cabo
con adicidn de diferentes niveles de CO; en el gas influente, los cuales se presentaran a

continuacion.

5.2 Fermentaciones adicionando diferentes niveles de CO, en el gas influente

Con la finalidad de conocer el efecto del CO, sobre los cultivos de 4. vinelandii s'e
desarrollaron una serie de cultivos bajo condiciones de operacién constantes a 3 % de
TOD. Ademas, se usd una mezcla de gases con el fin de llevar a cabo los cultivos bajo
condiciones de 4, 8, 13 y 25 % de CO, con respecto al total de los gases suministrados al

cultivo, a 0.8 vvm y a una presién de 1.0 atm.

El nivel mas bajo evaluado fue de 4 % de CO: en el gas influente. Esta condicion fue
elegida en base a que en ciertos microorganismos, niveles de CO; menoresa 5 % enla

mezcla de gases influentes han mostrado estimulacion del crecimiento para especies como

51



Resultados y Discusion

Pseudomonas fluorescens (Gill y Tan, 1979), Sclerotium rolfssi (Kritzman et al., 1977),
Escherichia coli (Repaske y Clayton, 1978; Lacousiere ef al., 1986). En algunos casos,
(en la produccion de enzimas) con la adicion de este gas se incrementd la actividad del
metabolito (Gandhi y Kjaergaard, 1975). A estos niveles existia la posibilidad de observar
algin efecto positivo sobre los cultivos de Azotobacter vinelandii. Los resultados
presentados en la figura 5.3 muestran que el crecimiento celular y el consumo de
sacarosa no fueron afectados por la adicion del CO,. Parece existir una ligera disminucion
en la produccidon del polimero, la cual es observada hasta el final del cultivo. Sin
embargo, esta diferencia no parece ser significativa. La estimulacion del crecimiento en
algunos microorganismos se ha asociado al tipo de medio de cultivo empleado (Jones y
Greenfield, 1982). En medios simples, el CO, suministrado en niveles menores al 5 %
puede ser carboxilado, y de esta manera participa en la generacion de intermediarios en la
sintesis de aminoacidos y de otros compuestos esenciales (que no se encuentran en el
medio de cultivo) para el crecimiento (Gill y Tan, 1979). Sin embargo, para el
crecimiento de Azotobacter vinelandii se descarta esta posibilidad al ser crecido en un

medio complejo.

Se decidié experimentar un nivel intermedio de CO, (8 %), semejante al méximo
generado por otros microorganismos como Penicillum chrysogenum (Ho y Smith, 1986
a, b) v Aspergillus niger {(Mclntyre y McNeil, 1998). Los resultados se presentan en

figura 5.4.
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Figura 5.3 Evolucion de CO;, cinéticas de crecimiento, produccion de alginato y
consumo de sacarosa ¢n el cultivo testigo y en el cultivo con adicién de
4% de CO; en ¢l gas influente.
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Figura 5.4 Evolucién de CO,, cinéticas de crecimiento, produccion de alginato y consumo de

sacarosa en el cultivo testigo y en un cultivo con adicién de 8 % de CO; en el gas

influente.
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La figura 5.4 muestra la evolucion del cultivo (CO,, biomasa, alginato y sacarosa)
expuesto continuamente a una concentracién de entrada en la mezcla de gases de CO- de

8 %. Bajo estas condiciones, la concentracion maxima de biomasa fue de 2.83 g/L (85 %
del maximo alcanzado en el cultivo estdndar). La concentracion maxima de alginato (2.23
g/L) fue 49 % del valor obtenido en la fermentacién control. El consumo de sacarosa fue

semejante al obtenido en el cultivo control (sin adicién de COy).

Los resultados presentados en la figura 5.4 indican que si el cultivo de 4. vinelandii se
escalara a un reactor industrial, se obtendrian inhibiciones en el crecimiento de la biomasa
y de la produccion del polimero en el fondo del reactor. En fermentadores industriales
conteniendo medio liquido arriba de 10 metros y con una presion en la parte superior de
1.5 atm Abs., las concentraciones que se pueden alcanzar en el fondo del biorreactor son
semejantes a los niveles simulados con una mezcla de gases conteniendo 8 % de CO,

(Onken y Lietke, 1989).

La figura 5.5 presenta los resultados de la fermentacion de Azotobacter vinelandii,
continuamente expuesta con una mezcla de gases conteniendo 13 % de CO;. Su
comportamiento fue muy particular, debido a que se obtuvicron valores de alginato de

3.35 g/L, los cuales fueron superiores a los obtenidos en la fermentacion donde se

adiciond 8 % de CO, (2.23 g/L). La concentracién maxima de biomasa (3.05 g/L), fue

semejante a la encontrada en la fermentacion control (3.34 g/L) y en las fermentaciones
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Figura 5.5 Evolucion de CO,, cinéticas de crecimiento, produccion de alginato y consumo de

sacarosa en el cultivo testigo y en el cultive con adicién de 13 % de CO, en el gas

influente.
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donde sc adicionaron 4 % y 8 % de CO,, obteniéndose 3.07 g/L y 2.83 g/L,
respectivamente. A pesar de la alta proporcion de COx, el cultivo a 13 % de CO; finalizo
en el mismo periodo de tiempo y consumié niveles semejantes de sacarosa, si se compara

con las condiciones anteriormente evaluadas (0, 4 y 8 % de CO,).

Cuando la fermentacion de alginato se mantuvo bajo exposicién continua del 25% de CO,
(figura 5.6), la naturaleza inhibitoria del CO, sobre el metabolismo de Azotobacter
vinelandii y sobre la produccién de alginato fueron evidentes. Se observé una inhibicion

total tanto en el crecimiento, la produccion del polimero y el consumo de sacarosa.

Algunos de los efectos principales son resumidos en la figura 5.7. En esta figura se observa
que no existe un efecto marcado del CO; sobre el crecimiento celular para las condiciones
de 4, 8 v 13 % de adicion de CO,, comparados con el testigo (sin adicion de CO;). Algunos
de estos valores de CO; en la corriente de entrada de gases (8, 13 %) son superiores a los
niveles 'de CQ, encontrados en el espacio de cabeza de matraces en otros modelos
biologicos (Kato y Tanaka, 1998). A una concentracién de 25 % de CO», el crecimiento y
la produccion del alginato fueron totalmente inhibidos. La figura 5.7 también muestra los
rendimientos de alginato en base a la biomasa (Yp/x). Para la condicion donde se adiciona 4
% de CO,, el comportamiento fue muy semejante a la fermentacion testigo. No existen
diferencias estadisticas entre estas dos condiciones. El menor rendimiento fue obtenido en la
condicion donde se adicioné 8 % de CO; y esté relacionado con los niveles mas bajos de

biomasa y alginato obtenidos. También, se sugiere una posible estimulacién del rendimiento
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Figura 5.6 Evolucién de CO,, cinéticas de crecimiento, produccién de alginato y consumo de

sacarosa en el cultivo testigo y en el cultivo con adiciéon de 25 % de CO, en ¢l gas influente.
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para el nivel de 13 % (en comparacion con el testigo), para lo cual se evaluaron los datos
estadisticamente mediante la prueba de ¢ de Student, con 95 % de confianza, obtenién-
dose diferencias estadisticamente significativas con base a este analisis. En la tabla 5.1 se
muestran los resultados de esta prueba. Lo anterior sugiere la existencia de un
comportamiento de tipo inhibitorio-estimulatorio promovido por los niveles de adicién de

CO, de hasta 13 %.

Mclntyre y McNeil (1997a) encontraron un comportamiento semejante al mostrado en el
presente trabajo de tipo, inhibitorio-estimulatorio, para €l crecimiento de Aspergillus
niger. Estos autores indican que, conforme se adiciona mas CO2 (5, 7.5, 12 y 15 %), el
consumo de sacarosa, produccion de citrato y crecimiento del microorganismo se ven
disminuidos al compararlos con un cultivo sin adicion de CO,. Sin embargo, se aprecia
una tendencia estimulatoria con respecto al crecimiento del hongo, cuando el cultivo se
somete a una concentracion de 12 % de CO,. En un nivel semejante (13 %),
experimentada en el presente estudio, se observé una estimulacidn del crecimiento. Sin
embargo, los autores {MclIntyre y McNeil, 1997 a), similar a lo que sucede en el presente

trabajo, no cuentan con los suficientes argumentos para explicar este comportamiento.

Al analizar las velocidades especificas de crecimiento (figura 5.8), se observa que la
condicion en la cual el microorganismo crecié mas rapidamente fue en el cultivo testigo.
Fue clara una disminucion en las velocidades especificas de crecimiento (|) conforme se

adicionaba mas CO, en la entrada de los gases (hasta 8 %). Sin embargo, a 13 % existe un
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Figura 5.7. Rendimientos (Yp/x) y concentraciones maiximas de biomasa, en cultivos de
Azotobacter vinelandii adicionando 0, 4, 8, 13 y 25 % de CO; en ¢l gas de

entrada.

Tabla 5.1 Resultados de la prueba ¢ de student entre las condiciones evaluadas

Comparaci6n entre tratamientos  t calculada t tabla > 95 % Resultado
Testigo - 4 % 1.41 1.81 *
Testigo - 8 % 2.03 1.83 ok
Testigo - 13 % 238 1.86 *k

4%-8% 3.97 1.83 *x
4%-13% 1.56 1.86 *
8%-13% 4.20 1.99 **

*No existe diferencia estadistica, ** diferencia estadistica.
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incremento en Ia W, lo cual es otro indicativo del comportamiento inhibitorio-
estimulatorio. Se lleg6 a la imhibicién total del crecimiento cuando se expuso el cultivo a

una concentracion de 25 % de CO,.
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Figura 5.8. Velocidades especificas de crecimiento (it) a diferentes niveles de CO; empleados

en los cultivos de A. vinelandii.

En la tabla 5.2 se muestra, junto con las velocidades de crecimiento, las constantes de la
ecuacion de Luedeking-Piret para producto (¢ se refiere a la produccion asociada al
crecimiento y  es el término que representa la produccién no asociada al crecimiento).
Estas constantes fueron calculadas de acuerdo a Miranda (1998). Ademés, se presentan
los rendimientos de biomasa y de producto en base a sacarosa (Yx/s y Yp/s), asi como las
velocidades especificas de sintesis de polimero y las velocidades especificas de consumo

de sacarosa.
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Tabla 5.2. Velocidades especificas de crecimiento,
Luedeking-Piret y rendimientos.

constantes de la ecuacion de

Resultados y Discusion

T o B Y x/s Y p/s {dp/dt)/dx | (ds/dt)/dx
FERMENTACION | 1 | gAlgg | oAgs | 9Bom/ | oPlg | gAlg h' | gSach’/
Biomasa | Biomasah | g ga0 Sac gBiom | gBiom
CONTROL 0.2250 1531 0 0.1855 | 0.2566 0.1197 0.4320
4 % 0.1775 1.340 0 0.1647 | 0.2221 0.0807 0.3814
8% 0.1575 0.893 0 0.1286 | 0.1164 0.0702 0.4548
13% 0.2200 1.165 0 0.1727 | 0.1872 0.0893 0.6007
25% - : - - . . .

La produccién del polimero para todas las condiciones evaluadas fue totalmente asociada
al crecimiento {0 > 0) y los valores de P (constante no asociada al crecimiento) fueron de
cero. Esto es una consecuencia de la ausencia de produccién de alginato en la fase
estacionaria de crecimiento. Los maximos rendimientos {Yx/s y Yp/s) en base al consumo
de sacarosa se obtuvieron en la fermentacion control, seguido por los obtenidos en el
cultivo donde se adicioné 13 % de CO,. Los menores rendimientos en todos los casos

fueron obtenidos en los cultivos donde se adiciond 8 % de CO..

La figura 5.9 muestra la evolucion del CO» en las diferentes condiciones evaluadas. Las
tendencias fueron muy similares. En la tabla 5.3 se muestran las 4reas obtenidas de la
integracion de las curvas de CO,, las cuales fueron normalizadas tomando como unidad el
valor obtenido del cultivo testigo. Para los cultivos control y adicionando 4 % de CO,, la

generacion del gas es similar para estas dos condiciones, lo cual concuerda con las seme-
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Figura 5.9. CO, a Ia salida de gases en diferentes cultivos, sin adicién de CO, y adicionando

4, 8, 13 y 25% de CO, en el gas influente y concentracién de CO, en el seno del liquido en

mmoV/L (calculada de acuerdo con Royce y Thornhill, 1991).

janzas observadas en las cinéticas de crecimiento, produccion del polimero, consumo de

sacarosa y en los rendimientos anteriormente presentados. Lo anterior confirma que

concentraciones hasta de 4 % en el gas influente no afectan el metabolismo celular de

Azotobacter vinelandii. También se muestra que conforme méas CO, se adiciona (en el

rango de 8 a 13 %), mas CO, es producido, obteniéndose para la condicién de 8 % de
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CO», que el microorganismo genera 19 % mas CO, que para la condicidén control. En la

condicidén de 13 % de CO; se produce 63 % mas que en la condicién control.

Tabla 5.3 Areas (normalizadas al cultivo testigo) obtenidas de la integracién de las

curvas de CO»

Condicién (% de CO,) | Control (0 %) 4 % 8% 13 %

Area integrada 1 0.99 1.19 1.63

Estos datos estan relacionados con los consumos especificos de sacarosa (dS/dt)/dx
{tabla 5.2): el sistema que consume mas sacarosa por gramo de biomasa en un
determinado tiempo es el cultivo sometido a una concentracién de 13 % de CO,, seguido
por la fermentacion de 8 %. Esto sugiere que gran parte de la fuente de carbono que no

es utilizada en la sintesis de alginato es desperdiciada en forma de CO,.

La cantidad de didxido de carbono disuelto en el medio de cultivo se puede predecir
mediante la expresién propuesta por Royce y Thornhill (1991), la cual fue descrita en la
metodologia. Este método constituye sélo un acercamiento a los valores reales de CO»
disuelto, ya que al emplear esta expresion se asume que la concentracién de CO; disuelto
se encuentra en equilibrio con el gas saliente del fermentador. La concentracion del CO,
disuelto en el caldo de cultivo determinada experimentalmente mediante sensores, en

general es mayor que la calculada, asumiendo que el CO» disuelto en el caldo de cultivo
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esta en equilibrio con el gas proveniente del fermentador (Royce y Thornhill, 1991). Este
desfasamiento generalmente es de 10-30 % superior al predecido mediante a la expresion
propuesta por estos autores. Para condiciones de poca aireacion y elevados coeficientes
de transferencia de masa, la concentracion de CO, disuelto puede ser Gnicamente 10 a 20

% mayor que si se asume el equilibrio (Royce y Thornhill, 1991).

5.3 Viscosidades obtenidas en las diferentes condiciones evaluadas

En la figura 5.10 se presentan las viscosidades de los caldos de fermentacion encontradas
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Figura 5.10 Evolucién de la viscosidad de los diferentes caldos de fermentacion de A.

vinelandii.
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bajo las condiciones evalnadas. Como se observa, la viscosidad del caldo de cultivo, no
file afectada por los diferentes niveles de CO, en la corriente de los gases introducidos en

los cultivos. Para todos los cultivos se encontraron viscosidades muy bajas (menores a 10

Cps).

Una manera de comparar las viscosidades obtenidas en los cultivos en biorreactor a
diferentes niveles de CO, es compararios con los valores obtenidos en matraces
convencionales (Pefia et al., 1997). Esta comparacion se basa en la hipdtesis planteada al
inicio del presente trabajo, donde se pensaba que las altas viscosidades alcanzadas (y por
ende los pesos moleculares encontrados en este sistema) son causados por las
concentraciones de CO; presentes dentro de los matraces. Sin embargo, como se observa
en la figura 5.10, las viscosidades alcanzadas al final del cultivo en matraces, son
superiores hasta por dos érdenes de magnitud a las encontradas al finalizar los cultivos en

biorreactor.

Lo anterior descarta la posibilidad de que en matraces las viscosidades obtenidas sean
influenciadas importantemente por el CO. presente en ¢l ambiente interno del matraz.
Este fenémeno puede estar relacionado con problemas mas complejos de mezclado v
cambios en las presiones parciales de oxigeno y de bidxido de carbono dentro del

ambiente imperante en los cultivos en matraz.
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5.4 Pesos moleculares promedio (PMP)

Los productos obtenidos en los cultivos realizados bajo las diferentes condiciones de
adicion de CO, fueron caracterizados en términos del peso molecular promedio (PMP).
La figura 5.11 muestra el comportamiento de los pesos moleculares a través del tiempo

de cultivo, para las diferentes condiciones evaluadas. Se puede observar que, hasta las 13
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Figura 5.11, Evolucién del peso molecular promedio del alginato aislado en las diferentes
condiciones de CO, evaluadas (0, 4, 8 y 13 %).
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horas de cultivo los pesos moleculares promedio de todas las condiciones tuvieron un
comportamiento similar. Posteriormente, se distinguen dos comportamientos definidos.
Uno de ellos es el representativo de los cultivos sometidos a los niveles de 0 y 4 % de
CO,, en donde en ambas condiciones se presentaron pesos moleculares bajos (menores de
70,000 Daltones). Asimismo, en los dos casos se alcanza un maximo en €l peso molecular
entre las 13 y las 15 horas de cultivo. El producto de la fermentacion testigo alcanzd un
peso de 64,000 Daltones. Por otra parte, el maximo peso molecular promedio, para los
cultivos con adicion de 4 % de CO,, fue de 46,000 Daltones. Estos pesos moleculares
fueron obtenidos a las 15 horas de cultivo. Sin embargo, al final del cultivo (17 horas) se
observa una caida de mas del 50 % en los pesos moleculares promedio. Estas caidas en
los pesos moleculares ya habian sido descritas por Trujillo ef al., (1998) para cultivos
realizados a 700 rpm y diferentes tensiones de oxigeno disuelto (1, 3, 5y 7 %). También,
estos autores reportaron este comportamiento en cultivos llevados a cabo a 700 rpm y
con TOD oscilante. Estas reducciones en los pesos moleculares promedio posiblemente
estén mediadas por la accién de las enzimas alginato liasas, las cuales parecen ser
liberadas en respuesta a determinados niveles de oxigeno disuelto en el caldo de cultivo y

mediados por la edad de} cultivo (Pefia, 1998).

En los cultivos donde se adicionaron 8 y 13 % de CO,, se observd un aumento en €l peso
molecular promedic de mas (de 40,000 Daltones) en los tiempos finales de la
fermentacién {después de las 15 horas), obteniéndose 102,000 y 115,000 Daltones para 8

v 13 % de adicién de CO-, respectivamente. Esto contrasta drasticarsente con lo que
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sucede para las condiciones de 0 y 4 % de adicion de CO,, donde se observa una caida en
los pesos moleculares promedio al final del cultivo. Estos resultados constituyen el primer
reporte en donde no se observd caida de los pesos moleculares al final del cultivo, en
experimentos realizados bajo condiciones controladas de oxigeno disuelto y agitacion
(i.e. 700 r.p.m. y 3% de TOD, Pefia, 1998; Trujillo ef al., 1998). Lo cual puede ser
explicado de la siguiente manera: es posible que niveles altos de CO; (8 y 13%), sean
suficientes para inactivar a las enzimas liasas encargadas de degradar el polimero; sin
embargo, para confirmar esta propuesta se necesitarian realizar experimentos dirigidos a

cuantificar las cantidades y actividades de las enzimas con actividad liasa.

La polidispersién es un reflejo de la distribucién de los pesos moleculares que se
encuentran en una determinada muestra. Mientras menor sea el nimero de polidispersion,
mas moléculas del mismo peso molecular existirin en una poblacién. La tabla 5.4
muestra las polidispersiones de los alginatos obtenidos en los diferentes cultivos. Para la
fermentacion testigo, al inicio y al final del cultivo se encuentran familias homogéneas,
mientras que en la parte intermedia del cultivo, la distribucién de las familias de pesos
moleculares es muy extensa. Lo mismo sucede con el cultivo donde se adiciona 4 % de
CO,: en la parte final del cultivo es donde se encuentran las familias de peso molecular
mas uniforme del polimero, lo que apoya nuevamente la posibilidad de la accion de las
enzimas liasas sobre el polimero, al disminuir el peso molecular promedio y

homogeneizarse las tallas moleculares.
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Para las condiciones de mayor adicién de CO, (8 y 13 %), durante todo el cultivo se
obtienen familias heterogéneas de pesos moleculares y no existe caida del peso molecular

promedio.

Tabla 5.4 Todices de polidispersion de los alginatos obtenidos en los cultivos con adicién

de CO, (0, 4, 8 y 13 %),

Tiempo CO: (%) adicionando

(h) 0 4 8 13
7 1.6 - 16.8 20.0
9 22.3 16.3 14.3 46.4
11 26.0 20.2 18.6 254
13 30.2 11.9 14.7 26.9
15 41.8 13.8 40.0 27.6
17 9.0 5.1 23.1 27.0

La figura 5.12 muestra la distribucion de los pesos moleculares al final del cultivo, de las
fermentaciones expuestas a diferentes proporciones de CO,. Para las condiciones control

y el cultivo adicionando 4 % de CO», se aprecia la existencia de 3 familias de pesos mole-
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Figura 5.12. Distribucién de los pesos moleculares del alginato aislado en las diferentes
condiciones de CO, evalunadas (0, 4, 8y 13 %).

culares bien definidas. Estas fracciones corresponden a pesos moleculares menores a
10,000 Daltones. Como se habia indicado anteriormente, los pesos moleculares se
incrementan conforme se adiciona mas CO,. En los cultivos donde se adicioné 8 y 13 %
de CO,, existen comportamientos muy semejantes entre si, con respecto a la distribucion
de los pesos moleculares se aprecia una familia correspondiente a los 100,000 Daltones
para ambas condiciones, mientras que, en la parte derecha de la grafica se aprecian otras

dos fracciones de peso molecular de baja talla molecular (inferiores a los 2,000 Daltones).
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5.5 Expresion de liasas a altas concentraciones de CO;

Una de Ias razones que podrian estar determinando las diferencias de pesos moleculares
en los experimentos descritos en la seccidn anterior (5.4) es que altas concentraciones de
CO, sean suficientes para inhibir el proceso de degradacion del polimero. Por lo cual, a
concentraciones mayores a 8 % de CO; se promueven PMP superiores a los obtenidos a
bajas concentraciones de adicion de este gas. En base a esto se realizé un experimento
adicional, con un doble propdsito: por una parte cuantificar la actividad depolimerizante
al final del cultivo y por el otro, determinar si niveles mayores a 13 % de CO, inhiben ya
sea el crecimiento o la produccién del alginato. En consecuencia se llevé a cabo un
cultivo adicionando 17 % de CO, en el gas de entrada (concentracidn superior a las
c?ncentracién donde se observaron los PMP més altos). En este experimento solo fie

posible evaluar las muestras finales.

Los resultados de este experimento indicaron que A4. vinelandii fue capaz de crecer y
producir polimero. Lo anterior muestra la resistencia de este microorganismo a niveles
tan altos de CO,, situdndolo entre uno de los microorganismos mads tolerantes a este gas,

junto con levaduras y por encima de hongos y de una amplia variedad de bacterias (Jones

y Greenfield, 1982).

Para estos estudios, se determin6 el PMP al final del cultivo (24 horas}, obteniéndose un
valor de 90,000 Daltones, muy parecido a los PMP encontrados en los cultivos donde se

adiciond 8 v 13 % de CO,. Con la finalidad de buscar una explicacién al comportamiento
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encontrado en relacién a los PMP, se parti6 de la premisa de que, concentraciones
superiores al 8 % de CO, inhiben la accion de enzimas depolimerizantes y por lo tanto se
evita Ia caida de los PMP. Con la finalidad de esclarecer lo anterior, se determind la
actividad litica del cultivo, la cual fue comparada con resultados previamente obtenidos
en un cultivo tealizado sin adicién de CO2 (3 % de TOD y 700 rpm). Después de incubar
durante 4 horas el extracto enzimatico (sobrenadante dializado, obtenido de muestras al
final del cultivo) con alginato comercial de alta viscosidad, se procedié a determinar los
cambios en la distribucién de los pesos moleculares, durante un determinado tiempo de

incubaci6én, mediante cromatografia de permeacion en gel.

En la figura 5.13 se aprecia que no existe efecto alguno sobre el polimero al ser
enfrentado con el extracto enzimatico obtenido del cultivo con adicion de 17 % de CO.,
al compararlo con la muestra control (polimero al que se le adiciond el extracto
enzimatico, e inmediatamente la muestra fue inactivada mediante la exposicién a
temperatura de ebullicién por 5 minutos). Esto contrasta con lo que le sucede al alginato
que se incuba con el extracto proveniente del cultivo testigo, donde 4 horas fueron
suficientes para demostrar el efecto litico de las enzimas presentes en el extracto,

disminuyendo et PMP de 375,000 a 307,000 Daltones del alginato empleado.

Atn cuando estos resultados son preliminares, sugieren una alternativa que permitiria
evitar la caida en los pesos moleculares del polimero a nivel de biorreactor. Esto seria

mediante la inyeccién de CO; al caldo de cultivo, momentos antes de que las enzimas
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responsables de la depolimerizacion del polimero sean liberadas por el microorganismo al
caldo de cultivo. De esta manera se evitarian las disminuciones no deseables de los PMP.
Ademds, si se confirma este efecto, se abre otra serie de interrogantes respecto a los

mecanismos de accion de este gas sobre las enzimas liasas.

—— Alginato vs. extracto inactivado
—-— - Alginato vs. extracto (testigo)
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Figura 5.13. Distribucién de los pesos moleculares del alginato comercial enfrentado con

extracto enzimdtico de los cultivos testigo y con adicion de CO; de 17 %.
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5.6 Posibles mecanismos de accion del CO;

Los valores empleados de CO; en la corriente de entrada de gases (8, 13 v 25 %) son
superiores a los que en teoria se necesitarian para simular los niveles de CO. generados
en cultivos realizados en matraces con Saccharomyces cerevisiae (Kato y Tanaka, 1998).
También supera los valores de CO; disuclto que se encontrarian en la base de
fermentadores de gran escala (7-12%), donde los altos niveles de CO, son resultado del
metabolismo microbiano y la presion hidrostatica en la base de un fermentador industrial

{Onken y Lietke, 1989).

En la mayoria de los sistemas biologicos reportados se ha encontrado que niveles altos de
CO; actiian principalmente sobre 1a membrana celular (Dixon y Kell, 1989; Kuriyama et
al., 1993) y causan inhibicién del crecimiento microbiano. Esto es debido a interacciones
del CO, con lpidos y proteinas en la membrana celular disminuyen la capacidad de la
célula para incorporar iones y la fuente de carbono. Lo anterior se manifiesta por la
disminucién en el cousumo de sustrato de los diferentes sistemas bioldgicos estudiados:
Bacillus subtilis (Pirt y Mancini, 1975), Penicillium chrysogenum (Ho et al. 1987) y

Aspergillus niger (McIntyre y McNeil, 1598).

Sin embargo, cuando se expone Azofobacter vinelandii a niveles de CO; del 4, 8 y 13 %,
la bacteria consume casi toda la fuente de carbono, con velocidades de consumo de
sacarosa muy semejanies. Esto hace pensar que el efecto del CO, sobre el

microorganismo no se da nivel de los sistemas de incorporacion de sustrato carbonado y
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muy posiblemente no existe efecto alguno sobre las vias de incorporaciéon de iones
necesarios para el crecimiento y produccién del polimero. Sin embargo, existe la
posibilidad de que el CO, y los efectos anestéticos que este gas promueve, se manifiesten

sobre los mecanismos encargados de la secrecion del polimero.

Una posible explicacion del efecto inhibitorio es que la difusién del CO, a través de la
membrana cause alteracion del pH intracelular y que dichos cambios en el pH sean
suficientes para afectar el equilibrio enzimatico interpo (McIntyre y McNeil, 1998) y
posiblemente la via metabdlica de la produccion de alginato. Lo antetior se apoya en el
hecho de que existen efectos en otros microorganismos a nivel del ciclo del acido
tricarboxilico (TCA), vy no es dificil pensar que se tenga algin efecto sobre enzimas o

pasos definitivos en la generacion del polimero.

Jones y Greenfield (1982) demostraron que una gran cantidad de enzimas son inhibidas
por CO,. La fosfoenolpiruvato carboxilasa (EC 4.1.1.31), enzima encargada de la
descarboxilacién del oxalacetato para formar fosfoenolprruvato, sufre una reduccion en la
velocidad de 1a reaccién, arriba de 30mM de CO, + HCOs. La piruvato-carboxilasa
también es sensible a presiones parciales de CO; (posiblemente en la forma de HCOy).
Estas reacciones estin intimamente ligadas a la produccién de alginato, ya que la
principal via de formacion de alginato es la de Entner-Doudoroff, seguida por la sintesis

de fructosa 1,6-bifosfato a partir de dos moléculas de gliceraldehido-3-fosfato, via
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gluconeogénesis, Las enzimas anteriormente descritas juegan un papel importante en la

sintesis de estos intermediarios.

Es dificil saber con claridad el mecanismo de accién del CO; en Azotobacter vinelandii.
Sin embargo, una posibilidad, basandonos en los cambios observados en las
caracteristicas finates del producto (entre mayor adicion de CO, mayor PMP) y tomando
en cuenta que no existen grandes diferencias con respecto al crecimiento bacteriano, es
posible que el CO; (con mecanismos ain por elucidar) actie sobre las enzimas terminales
de la sintesis del alginato (polimerasa, acetilasa, epimerasa o alginasa) y que esos cambios
sean suficientes para detectar diferencias en las caracteristicas del polimero sintetizado y

en las productividades de los cultivos.

Mucho se sabe acerca de 1a fisicoquimica del CO; en sistemas liquidos. Sin embargo, a
pesar de los numerosos estudios sobre las bases bioquimicas de los efectos producidos
por el CO, disuelto en microorganismos, es muy dificil identificar claramente un
mecanismo primario que pueda explicar los resultados reportados hasta el momento

(McIntyre y McNeil, 1998).

Con las variables de respuesta que se midieron en este trabajo no es posible identificar

con precisidn el sitio o los sitios especificos donde acttia de manera inhibitoria el CO;,

tomando en cuenta que la red de reacciones dentro del microorganismo es amplia y
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Capitulo VI

Conclusiones y recomendaciones
6.1 Conclusiones

*» Concentraciones de hasta 13 % de CO; en la entrada de los gases no afectaron el
crecimiento del microorganismo, pero si afectaron la produccién del alginato. La

inhibicién total de crecimiento se observd a 25% de CO..

R/
0’0

Las viscosidades obtenidas en biorreactor, durante los cultivos sometidos a
diferentes niveles de CO, y aun en el cultivo testigo (sin adicién de CO;), en todos
los casos fueron menores a 10 cps, siendo inferiores por dos drdenes de magnitud en
comparacion a las obtenidas en los cultivos realizados en matraces. Lo anterior
descarta la posibilidad de que en matraces las viscosidades obtenidas sean
determinadas importantemente por el CO, presente en el ambiente interno del

matraz.

*
0.0

En condiciones de adiciéon de hasta 4 % de CO, en el gas influente, los pesos
moleculares promedio al final del cultivo suften una caida, probablemente debido a
la accidon de enzimas liticas. Por otra parte, en cultivos con adicién de 8 y 13 % de
CO; en el gas influente inhiben la caida de los pesos moleculares al término del
cultivo. Esto sugiere que estos niveles de CO, son suficientes para inhibir la

actividad y/o biosintesis de las enzimas liticas.

EST2 PO MO DEBE
SAUR L. in wibLIGTECA
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6.2 Recomendaciones para trabajos futuros

++ Se necesitan realizar mas investigaciones encaminadas a esclarecer los mecanismos
de accidon del CO; en Azotobacter vinelandii. Entre ellos esta el confirmar si existe
inactivacion de las enzimas liticas mediada por el CO,. Si asi fuera, seria necesario
establecer cual es el nivel minimo necesario de CO, en el gas influente del
biorreactor para inactivar las enzimas liasas (con el objetivo de evitar la caida en los
PMP), v si es posible inactivar estas enzimas al adicionar este gas en la paﬁe final

del cultivo.
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Apéndice
A. Ejemplos de cilculos cinéticos y estequimétricos
Ejemplo Al.
Calculo de la velocidad especifica de crecimiento.
Partiendo de la ecuacién: /n X = In Xo + | t, se grafica t contra /n X, y la pendiente

obtenida corresponde a p, datos:

tiempo X nX
7 0.45 -0.7985
9 1.185 0.1655
i1 1.595 0.4637
13 ‘ 2.430 0.8800
15 3.175 1.1500
17 3.350 1.2000
3r
2 - m = 0.2250 r* = 0.95
1F
-
0F
-1 :_-
-
_2 1 1 [l 1 i - [ 1 L ~L | I
8 12 16
Tiempo (h)

Figura Al. Determinacion de 1a velocidad especifica de crecimiento.
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Apéndice
Ejemplo A2.

Cilculo del rendimiento de biomasa en base a sacarosa (Yx/s), para el cultivo testigo.
Yx/s= 3.34 g biomasa/ 18 g sacarosa (consumida)= 0.1855

Ejemplo A3.

Célculo del rendimiento de producto en base a sacarosa (Yx/s), para el cultivo testigo.

Yp/s= 4.62 g producto/ 18 g sacarosa (consumida)= 0.2566

Ejemplo A4.

Cialculo de la produccion especifica ((dp/dt)/dx), para el cultivo testigo.
dp = Producto Final - Producto Inicial = 4.62 - 0.25=437 g

dt = Tiempo Final — Tiempo Inicial=17-5=12h

dx = Biomasa Final — Biomasa Inicial =3.34 - 0.3=3.04 ¢

(dp/dt)/dx = 0.3641/ 3.04 = 0.11979 g alginato h''/g biomasa

Ejemplo AS.
Célculo del consumo especifico {(ds/dt)/dx), para el cultivo control.

ds = Sacarosa consumida Final ~ Sacarosa consumida Inicial = 18 —-2.29=1521 g

(ds/dt)/dx) = 15.71/12 = 1,3091 g sacarosa h'/g biomasa

B. Cinéticas de crecimiento, produccién de alginato, consumo de sacarosa y

evolucion del CO; de los cultivos realizados.

En las siguientes paginas se presentan las cinéticas de fermentacidn, asi como la

evolucién del CO, para los cultivos desarrollados a diferentes concentraciones de

adici6n de CO; en el gas influente (0, 4, 8, 13 y 25 %). Cada repeticion se identifica con

laletra A o B.
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Figura A2. Cinéticas de crecimiento, produccion de alginato y consumo de sacarosa en

cultivo control A.
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Figura A3. Cinéticas de crecimiento, produccion de alginato y consumo de sacarosa en

cultivo control B,
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Figura A4, CO, a la salida del fermentador para los cultivos control.
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Figura AS. Cinéticas de crecimiento, produccién de alginato y consumo de sacarosa en

cultivo adicionando 4% de CO; en ¢l gas influente (A).
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Figura A6. Cinéticas de crecimiento, produccion de alginato y comsumo de sacarosa en

cultivo adicionando 4% de CO, en ¢l gas influente (B).
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Figura A.7. CO; a la salida del fermentador para los cultivos donde se adiciona 4 % de CO;
en ¢l gas influente.
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Figura AS8. Cinéticas de crecimiento, produccion de alginato y consumo de sacarosa en

cultivo adicionando 8 % de CO; en el gas influente (A).
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Figura A9. Cinéticas de crecimiento, produccién de alginato y consumo de sacarosa en

cultivo adicionando 8 % de CO; en el gas influente (B).
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Figura A.10. CO; a la salida del fermentador para los cultivos dounde se adiciona 4 % de

CO; en el gas influente.,

4 — % 20
r i - 3
"‘3;33:_ N A ‘163
3 F2°f A o 1 3
- e T . @
§ 8 | A 112 8
&2 § 2f o i 8
< - @ - . &
N I ® 18
A . @ L ‘ ]
10 1k
L | A -4
_ - ® i
3 El
0_ ozlllie_llllllllllIl 0
0 4 8 12 16

Tiempo (h)

Figura Al1l. Cinéticas de crecimiento, produccién de alginato y consumo de sacarosa en

cultivo adicionando 13 % de CO, en el gas influente (A).
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Figura A12. Cinéticas de crecimiento, produccion de alginato y consumo de sacarosa en

Figura A13. CO, a la salida del fermentador para los cultivos donde se adiciona 13 % de
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cultivo adicionando 13 % de CO, en el gas influente (B).
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Figura Al4. Cinética de crecimiento, producciéon de aginato y consumo de sacarosa en

cultive adicionando 25 % de CO; en el gas influente.

93



	Portada 

	Índice

	Nomenclatura
	Resumen
	Capítulo I. Introducción 
	Capítulo II. Antecedentes 
	Capítulo III. Objetivos 
	Capítulo IV. Materiales y Métodos 
	Capítulo V. Resultados y Discusión  
	Capítulo VI. Conclusiones y Recomendaciones 
	Capítulo VII. Bibliografía
	Apéndice 



