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Resumen 

RESUMEN 

En los cultivos aerobios, el oxígeno disuelto es de vital importancia, sin embargo en grandes 

volúmenes de producción, el suministro se dificulta, dada su baja solubilidad. Por lo anterior y 

aunado a las condiciones limitadas de transferencia energética en biorreactores a gran escala, 

existe una alta probabilidad de que ocurran gradientes de oxígeno disuelto en cultivos a gran 

escala. De tal forma, en el presente trabajo se diseñó y caracterizó un simulador para 

gradientes de oxígeno disuelto, compuesto por dos tanques agitados, instrumentados e 

interconectados por medio una bomba, con la cual se intercambió el medio de cultivo entre los 

dos biorreactores. Uno de los biorrcactores (de 350 mi) simuló una zona bien aireada, mientras 

que el otro (700 mi) fue burbujeado con nitrógeno para simular una zona limitante en oxígeno 

disuelto. Con este sistema se simularon las zonas bien mezcladas así como deficientes en el 

mezclado y los tiempos de circulación (te;) mayores a 20 s que pueden presentarse en 

biorreactores a gran escala. 

Al intentar simular te; tan cortos como 7 s, la dinámica superó los tiempos de los mecanismos 

ele transferencia de masa y respuesta, debido a que el sistema se equilibró y la TOD fue la 

misma en ambos biorreactores por lo que no fue posible simular este te¡ de 7 s o menores. 

Una limitante para este tipo de sistema, son los altos esfuerzos de corte en el cabezal de la 

bomba, por lo que dicho comportamiento se evaluó haciendo un cultivo recirculado en un solo 

biorreactor. Los parámetros macroscópicos cinéticos y estequiométricos no mostraron 

diferencia significativa con respecto a los cultivos control, por lo que la bacteria toleró 

perfectamente los esfuerzos de corte generados durante la recirculación. 

Se evaluó el efecto del tiempo de circulación (te;) sobre el metabolismo celular ele Escherichia 

co/i W3 l 1 O tq;+/p Wp!A. así como Ja producción de la proteína recombinante Trp-LE 

proinsulina. Los te¡ evaluados fueron: O, 20, 50, 90,yl80 s, con un gradiente (diferencia entre 

los biorreactores aerobio y anaerobio) promedio de 9 % de TO D. 
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El te; impactó rucrtc1rn.:nte la expresión de proteína rccombinante reduciendo un ca. 95 •y., su 

concentración y un ca. 90 '%el rendimiento de la misma en la condición mas extrema ( 180 sl 

comparado con cultivos control a TOD constante de 1 O% TOO. La vclocicfod 1.:spccílica de 

crecimiento (~t) solo disminuyó de 0.37 11° 1 (control) a 0.28 h" 1 para el te; de 180 s, en cambio el 

rendimiento celular (Y,1,) se afectó fuertemente dado que se redujo un 70 % con respecto a los 

cultivos control. El consumo específico de glucosa (q,) mostró un comportamiento interesante 

al obtener su valor múximo a te¡ de 90 s ( ca. 2.66 g glucn>a/g célula h) y no a 180 s (ca. 1.5 g 

glucnsalg célula h). Dicho comportamiento se justifica por el súbito incremento en la producción de 

lactato (ca. 1 g 1a,11colg célula h) ya que este mctabolito contribuye a la reoxidación del NADH. 

De igual forma la producción específica de ácidos, ácetico (ca. 1 g acéiicolg ccluln h) y fórmico 

(0.45 g tiinnicolg ccluta h) fue máxima a te¡ de 90 s. Esto indica que un te; de 90 s es suficiente para 

desviar de ma111.:ra importante el !lujo de carbono hacia la fermentación ácido-mixta. 

Adicionalmente. se llevaron a cabo cultivos a TOD constante, (O, 0.2, 1. 5. 1 O. 20 %) para 

caracterizar d comportamiento cinético del modelo de estudio. La ~t se t\i ustó a un perfil tipo 

ivlonod, con un \'alor de Km ca. 1 % TOD y una µ111ª' de (0.39 h" 1). el Y ,,5 múximo obtenido f'llc 

de 0.4 g célul:"1g gtu<nsa· sin embargo, conforme disminuyó la TOO hasta 0.2 % este parámetro se 

redujo un 60 %. Por su parte el consumo específico de glucosa fue máximo (ca.1.6 g glncns:/g 

cclula h ) a 0.2 'X. TOD y se redujo a 1 g gh1cnsalg célula h al incrementar el TOD por arriba de 5 %. 

Los úcidos orgúnicos mostraron una fuerte dependencia con la TOO debido a la regulación de 

la actividad enzimática por el oxígeno dando lugar a la ruta alterna conocida como 

fermentación ácido-mixta de E. co!i. A TOO menor de 5% es evidente la aparición de los 

úcidos succínico. láctico y fórmico. De especial importancia es el comportamiento del lormico. 

cuya producción se dispara de 0.03 g ácido/g célula ha 0.31 g itcido/g cclula h a TOO menores a 5 °A1. 

1\ TOD mayor a 5 % el acético se produjo (0.33 g :icidolg cclula h ) debido a un .. sobrellujo 

1111..:tabólico··: mit.:ntras que a TOD menores a 5 % la producción (0.52 g úrn1i/g célula h) l'uc 

n.:sultado de un electo combinado de la rutas de sobrcllujo y ll:rmcntativa. La proteína 

recombinan te disminuyó ca. 80% a valores de TOD menor a 1 % con respecto a la proteína 

producida a TOD 20%. 



Resumen 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo indican que el oxígeno disuelto es de 

importancia fundamental para el caso específico de la cepa W3 l IO llp+lpWp/A. Por lo tanto es 

imprescindible establecer mejores estrategias para operaciones de escalamiento ascendente y 

evitar la generación de gradientes de TOO, para que la reproducibilidad de los resultados en 

ambas escalas sea similar, ya que inclusive pequeñas desviaciones hacia el metabolismo 

anaerobio puede reducir substancialmente la productividad de la proteína rccombinante. 
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Introducción 

Capítulo 1 Introducción 

Desde el punto de vista comercial los procesos biotecnológicos y en esp(:!CiRlla etapa 

fermentativa deben minimizar los costos de producción debido al. alto porcentaje que 

representan las etapas de separación y purificación. El obtene.r rendimientos de producto 

máximos, alta productividad así como rcproducibilidad, son objetivos primordiales que se 

deben cumplir mediante un buen diseño y operación"del biorreactor. Sin embargo; estos 

objetivos han sido dificiles de alcanzar cuando se cambia de una escala a otra(Bylllnc!et al., 
2000). 

La eficiencia de los biorreactores industriales es determinada por un gran número de factores 

que se pueden clasificar en dos grupos: aquellos que definen las propiedades o características 

propias de las células y aquellos que controlan el ambiente fisico (Guillard et al., 1999). Entre 

los factores que gobiernan el ambiente físico están, la calidad en el mezclado, así como 

también los fenómenos de transporte del sistema. No obstante, a medida que los volúmenes de 

operación aumentan, la imposibilidad de mantener estos factores dentro de intervalos óptimos 

ocasiona problemas, como por ejemplo la aparición de gradientes de las principales variables 

ambientales (oxígeno disuelto, pH, glucosa, etc), que afectan la eficiencia del sistema. Los 

gradientes ambientales se originan principalmente por limitaciones energéticas al no 

suministrar la potencia necesaria y otras condiciones operativas que serán determinadas por la 

características propias de las células (Doran, 1993). 

Se han identificado gradientes dentro del biorreactor para parámetros tales como: oxígeno 

disuelto (Ossterhuis y Kossen, 1984), pH (Amanullah et al., 1992) y glucosa (Xu et al., 1999; 

Bylund el al .. 1998) y representan un reto a resolver durante el escalamiento ascendente. Las 

condiciones de macro y micro heterogeneidad en los biorreactores industriales desencadenan 

una serie de reacciones metabólicas y fisiológicas, que en algunas ocasiones no son deseables 

para la integridad del proceso y que llegan a afectar la productividad global, tal y como lo 

demuestran estudios recientes (Bylund et al., 1998). Específicamente en Escherichia co/i, 

siendo el modelo de estudio usado en este trabajo, algunas de las reacciones no deseables son: 

disminución en la velocidad de crecimiento, la acumulación de metabolitos tóxicos o 
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inhibitorios (O' Bcirnc y !-lamer, 2000), y para el caso de cepas recombinantes, la inestabilidad 

de los plásmidos (Ryan y Parulekar, 1991; Namdev et al., 1993). 

Las altas concentraciones celulares, así como las altas d.emandas nutricionales (oxígeno 

disuelto), son en general características típicas de fermentaciones con E. co!i. Aunado a esto, 

se encuentra, la baja solubilidad del oxígeno en medio acuoso, situación que resulta ser un 

factor limitante para el desarrollo del cultivo cuando no se puede satisfacer la demanda de 

oxígeno, particularmente si se requiere mantener el oxígeno disuelto por arriba de los valores 

críticos. 

Los criterios de escalamiento ascendente son sistema-específico y por lo tanto es necesario 

ensayar el "comportamiento" biológico en la fermentación ante circunstancias adversas, como 

por ejemplo la exposición continua a gradientes, previo a una operación de escalamiento 

(Amanullah et al., 1992). Una herramienta para estudiar este problema es el escalamiento 

descendente, concepto que se establece desde los años 70' s como una alternativa de mejora en 

los procesos existentes. Sin embargo, es hasta los años 80' s cuando Ossterhuis, (1984) plantea 

al escalamiento descendente como una metodología semiempírica con la que es posible 

generar estrategias que simulen a nivel laboratorio las condiciones prevalecientes a gran escala 

y así obtener información de condiciones que se asemejan a las reales pero sin la necesidad de 

realizar experimentos a gran escala, lo cual resultaría impráctico y costoso (Palomares y 

Ramírez, 2000). 

La simulación experimental se ha realizado básicamente en dos tipos de configuraciones: 

sistemas de uno o dos compartimentos. Ambos diseños se basan en el principio de representar 

una zona bien mezclada (zona de descarga de los impulsores y cercanas a estos) y una zona 

con mezclado deficiente (zonas alejadas de los impulsores) y por consiguiente, simular 

ambientes fluctuantes. 

En el presente trabajo se diseñó un simulador de dos compartimentos compuestos de dos 

tanques agitados. Este tipo de sistemas se han caracterizado por ser de respuesta más rápida 

con respecto a los .de un solo compartimento(Se~rato, 2002; De León, 1996), ya que la 

dinámica de los mismos está en función de la velocidad de recirculación entre ambos 
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biorrcactores, lo que posibilita simular tiempos de circulación cortos (te¡) (Osstcrhuis y 

Kosscn., 1985). 

El arreglo experimental aquí usado, permitió observar la respuesta a gradientes de oxígeno 

manifestada como cambios metabólicos y fisiológicos de E. coli cepa W3 l I O trp+lpWpIA, 

modelo que expresa una proteína recombinantc como cuerpo de inclusión. El presente estudio 

permitió conocer con mayor profundidad algunos de los mecanismos celulares utilizados por la 

bacteria para responder ante fluctuaciones de oxígeno disuelto, así como también, proporcionó 

elementos necesarios para plantear mejores estrategias de escalamiento tomando en cuenta la 

importancia potencial del oxígeno disuelto en el desarrollo de la fermentación. 
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Capítulo 2 Antecedentes 

Oxígcnii criEsC!ieacliltlcoli. 

El oxígeno es un sustrato fundamental para el crecimiento aerobio, esta molécula participa como 

aceptar final de electrones en la cadena de transporte electrónico a través de los complejos 

enzimáticos que participan en las reacciones de oxido-reducción (Lehningher, 1993). La 

disponibilidad del oxígeno en los microorganismos desencadena cambios a nivel metabólico que 

afectan las funciones celulares (Li et al., 1991 ), impactando especialmente el rendimiento 

energético. Estos cambios en el metabolismo son producto de la actividad de un sistema 

regulatorio desarrollado por la bacteria para adaptarse a diferentes ambientes (óxicos y anóxicos) 

(Becker et al., 1997). Por esta dualidad en su comportamiento, Escherichia coli es 

microorganismo clasificado como anaerobio facultativo. 

Regulación por oxígeno. 

Desde el punto de vista molecular, el oxígeno ejerce una regulación a nivel transcripcional en E. 

coli, la cual es llevada a cabo principalmente por los reguladores FNR ("fumarate and nitrate 

rcduction") y el sistema regulatorio de 2 componentes ArcA/ ArcB ("aerobic respiratory control") 

(Unden et al., 1995). FNR es una proteína citoplasmática la cual es el principal regulador de la 

respiración anaeróbica (Becker el al., 1996; Unden et al., 1997). La activación e inactivación de 

esta proteína está relacionada con la oxidación del grupo Fe-S presente en la proteína, por medio 

de una interacción directa del oxígeno difundido en el citoplasma. Una vez activada, esta proteína 

posee una región de unión a ADN de secuencia conservada en la cual ejerce su acción (mas 

adelante se describen los genes regulados por FNR). Por otro lado ArcA/ArcB es el principal 

sistema regulador del metabolismo aerobio. ArcB es una proteína de señalización unida a la 

membrana, la cual sufre autofosforilación en condiciones limitantes de oxígeno. El grupo 

fosforito es transferido a la proteína ArcA presente en el citoplasma, evento que activa a esta 

proteína y de manera similar a FNR, contiene un sitio de reconocimiento sobre el ADN donde 

regula la transcripción. ArcA es un represor transcripcional de al menos 6 genes del ciclo de 

Krebs (luchi et al., 1989) (Figura 1 ). 
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Membrana 

Genes Regulados 

tA:A\ +ó. 6-P·--

AicA 

+ó. 

FNRCOC 

l\Ietab olismo 
Aerobio 

Metabolismo 
Anae1'0bio 

CITOPLASMA 

Antecedentes 

Figurn 1. Modelo para los reguladores y sensores (Are y FNR) por medio de 0 2• El modelo 
muestra el estímulo (02), el sensor (ArcB), el regulador de respuesta (AreA) y el 
sensor-regulador citoplasmático FNR. La activación y represión de los genes blanco 
está dado por+ ó -. (Adnptndn de Unden y Bongnertz, 1997). 

Cadenas respiratorias ele Eschericlti" coli 

La regulación impuesta por los reguladores transcripcionales FNR y ArcA/ArcB se ve reflejada 

como alteraciones metabólicas en la cadena respiratoria, mediante las cuales la bacteria es capaz 

de generar energía ya sea por respiración o fermentación. La cadena respiratoria de E. coli 

consiste de 15 dcshidrogenasas y 1 O reductasas terminales u oxidasas las cuales están ligadas a 

quinonas (ubiquinona, menaquinona y dimetilmcnaquinona), este número incluye isoenzimas 

para algunos de los donadores de electrones (I-12, formato, NADH y gliccrol-3-P) y aceptares (02 

y nitrato) (Undcn y Bongaertz, 1997). Existe un uso preferencial de aceptares de electrones más 

electropositivos (02 sobre nitrato), justificado por el rendimiento energético máximo aportado a 

la célula. 
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Tublu 1. Oxido- reductasas de la cadena respiratoria de Escherichia coli (Adaptada de Undcn y 
Bongactrz, 1997). 

Enzima 

Deshidro11e1wsas pri111aria.1· (DI/) 

Formato DHN 

Formato DI 10 

Formato 11 idrogcno-Liasa 

Hidrogcnasa 1 

l lidrogcnsas 2 

NADH Dll 1 

NADH DH 11 

Glicerol 3-P DHN 

Glicerol 3-P 0110 

Piruvato oxidasa 

D-Lactnto DH 

L-Lactato DH 

D· Aminoácido DH 

Glucosa DI! 

Succinato DI 1 

Reduclll.w 1er111i11ales 

Quinol oxidasa bo3 

Quinol oxidasa bd 

Quinol oxidasa 111 (Cyx) 

Nitrato rcductasa A 

Nitrato rcductnsa Z 

Nitrato rcductasa. pcriplásmica 

Nitrito rcductasa 

Drv!SO rcductasa 

TMAO rcductasa 

Fumarato reductasa 

Par Redox 

l-IC03'/HCO; 

HC03'/llCO; 

W/1-1 2 

W/H 2 

NAD./NADl-I 

NAD./NADH 

DHAP/Gly-3-P 

DHAP/ Gly-3-P 

Acetato+ COif Piruvato 

Piruvato/ D-Lactato 

Piruvato/ L-Lactato 

2- Oxoácido + NH//Aminoácido 

Glucosa/gluconato 

Succinato/Fumarnto 

O/H20 

0211-120 

O/l-120 

N03' / No2• 

N03' /N02· 

No3• ¡ N02· 

No2· / Nf-1 4• 

DMSO/DMS 

TMAO/TMA 

Fumarato I succinato 
--------·--------------· 

Genes 

fi/11GHI 

fdoGHI 

filhF,/1ycA-ll 

hyaABCDEF 

hybABCDEFG 

mtoA-N 

""" g/pD 

glpACB 

po.rB 

dld 

lctD 

dad A 

gcd 

sclhCDAB 

cyoABCDE 

cyc/AB 

appBC(= cyxAB) 

11arGHJI 

11arZYWV 

napFDAGHBC 

111:fABCDEFG 

dmsABC 

torCAD 

frdABCD 

Mediante experimentos en un quimiostato Beckcr et al. ( 1996) estudiaron los cambios en el 

patrón de expresión de los genes dependientes de FNR en función de la concentración de oxígeno 

constante en el medio. Entre los genes caracterizados con genes reporteros estuvieron: fi·d-JacZ, 

sdh-lacZ y pjl-lacZ que codifican para las enzimas fumarato reductasa, succinato deshidrogenasa, 

l
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y piruvato formato-liasa respectivamente. Atravésde esta caracterización observaron que existen 
--- - _- -'·- ,- _,_ --- '-"'"'-- =- -=--- '-_ - - -- __ -_ --

tres regiones de oxígeno disuelto en la. que se puede clasificar este patrón de exprc.sión (ver 

Tabla 2); 

Tabla 2. Clasificación del pátrón de expresión de los genes dependientes de FNR. (Adaptada de 
Bcckcr et., al 1996) 

Ruta metabólica 
Presión TOO 
(mbar) % 

Rcspirnción Aerobia >5 > 9.2 

Respiración Anaerobia 1---5 1.8 - 9.2 

Fermentación <I < 1.8 

100 % TOD corresponden a 173.2 mbar de p02• 

En el crecimiento aerobio, las deshidrogenasas no acopladas son expresadas y utilizadas 

prefcrencialmente, sin embargo estas enzimas son incapaces de conservar la energía libre de la 

reacción rcdox que genera el gradiente de protones o "fuerza protón motriz". Para utilizar la 

energía libre de las reacciones de oxido-reducción catalizadas por las deshidrogcnasas, estas 

enzimas deben acoplarse al movimiento de protones a través de la membrana. 

El intervalo de 1-5 mbar de 0 2 ( 1.8-9.2% TOD), donde ocurre la llamada respiración anaerobia, 

representa el punto de transición entre la aerobiosis y anaerobiosis, momento en que existe una 

sustitución coordinada de enzimas entre ambas rutas metabólicas (por ejemplo entre succinato 

Jeshidrogenasa sdh y fumarato reductasa frd) (Figura 2). La presencia de un aceptar de 

electrones diferente de 0 2 (nitrato, fumarato), así como el acoplamiento de las deshidrogenasas 

en estas condiciones cnergéticamente limitantes son esenciales para el funcionamiento de esta 

vía. Como se muestra en la Tabla 2, la fermentación comienza a estar presente a valores por 

debajo de p02 menor a 1 mbar (ca. 1.8 % TOO). En el caso de las respiraciones aerobia y 

anaerobia existe la presencia de un aceptar final de electrones, el cual le permite a la célula 

generar los equivalentes reductores. No obstante, en la fermentación es necesario producir los 

mctabolitos que acepten estos electrones y permitan producir el poder reductor y así la formación 

de ATP. 

El resultado neto de la oxidación de una mol de glucosa se puede observar en la siguiente 

ecuación: 

T~S:.'.: '..~ON 
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Glucosa+ 10 NAD' + 2FAD + 411 20 + 4ADP+ 41'~ 6 C02 + 1 O NADH + 411+ 2FADI '2 + 4ATP 

donde se producen 4 moles de ATP, 10 moles de NADH y 2 moles de FADl-12. Si consideramos 

que los electrones de las cocnzimas reducidas entran a la cadena fosforilativa obtendremos 3 

moles de ATP/NADl-1 2 y 2 moles de ATP/FADH2 resultando un total de 38 moles ATP por cada 

mol de glucosa (Lehninger, l 993a). En cambio en la fermentación (producción de láctico o 

etanol) solo se producen 2 moles de ATP/mol de glucosa, lo que denota .la baJa C()ndición 

energética. 

Una caracterización de la etapa fermentativa en E. coli fue realizada por Becker et al.,( 1997) al 

estudiar los productos metabólicos de la fermentación tales como formato, acetato, etanol, lactato 

y succinato, en función de la p02• Los autores plantean un parámetro que denominan püo.5 el cual 

representa el valor de la p02 en el que se reprime-regula la actividad de las enzimas (piruvato 

fonnato-Iiasa y alcohol dcshidrogenasa, entre otras) al 50%. En la Tabla 3 se observan los 

valores de p00.5 así como las concentraciones de los metabolitos. Estos valores se discutirán mas 

adelante con los obtenidos en este trabajo 

Tabla 3. Productos de fermentación de E.coli bajo condiciones óxicas y anóxicas (Adaptada de 
13cckcr et., al 1997). 

-------------------------------·------------------
.... __ f~()_c!.l!Ct~S (g/~)__ _l!_Q_11,L _.'._l~º_D __ _ 

Producto o enzima Crecimiento Crecimiento (mbar) 

·-------------- ---------··--- ___ Ox,~º---- Anóxico 
Acetato 0.18 0.37 
Formato O 0.41 
Etanol O O. 15 
Lactato O 0.06 
Succinato O 0.07 
l'iruvato O 

0.3 
1.0 
0.4 
0.2 
0.2 

l'iruvato furmato-liasa(pjl)* 5.0 
Alcohol dcshidr~nsa (ad/i)* --- --- 0.8 
;·¡~~imas d~¡;;;,;,a fc;;;;cnt~tiva: ~~-¡;;~;,¡~,~;;prcsió;;,; función d~la"j,02 --

% 

0.6 
1.8 
0.7 
0.4 
0.4 

9.2 
1.5 

Un componente importante en la ruta fermentativa es el C02, ya que este metabolito se incorpora 

junto con fosfocnolpiruvato (PEP) para producir oxalacctato. El oxalacetato es precursor del 

aminoücido aspartato y por consiguiente componente de las proteínas. Dado que en la 

fermentación, el ciclo de Krcbs se encuentra inactivo (principal productor de C02), el C02 debe 
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generarse por alguna ruta alterna por ejemplo, la disociación del fórmico, mctabolito presente en 

la fermentación. 

Hasta el momento se han descrito los efectos de concentraciones bajas de oxígeno sobre el 

metabolismo de E.co/i, sin embargo es importante señalar que presiones o concentraciones 

elevadas de oxígeno así como también incrementos súbitos de oxígeno pueden causar estrés 

oxidativo dentro de las células, el cual conduce a la oxidación de proteínas específicas y 

secuencias nuclcotídicas. No obstante, la bacteria posee mecanismos de acción en contra de 

especies reactivas de oxígeno (Konz et al., 1998). 

Como se mencionó anteriormente, la concentración de oxígeno disuelto (TOO) desempeña un 

papel importante para el estado fisiológico y/o metabólico de E. coli, y dicho estado es de 

especial interés a nivel bioproceso con cepas recombinantes en las que se requiere altos 

rendimientos del producto así como la calidad del mismo (por ejemplo pureza, características 

fisicas del cuerpo de inclusión, cte.) 

El oxígeno en los bioproccsos. 

Un problema encontrado ampliamente a nivel bioproceso con E. coli es la formación de ácido 

acético cuando se utiliza glucosa como fuente de carbono (O' Beirne y Hamer, 2000). La 

formación de este compuesto puede originarse a partir de dos vías: la primera de ellas es el 

llamado " metabolismo de sobrellujo" (Xu et al., 1999; Bylund et al., 1998) representado en el 

esquema general de la Figura 2. El "sobrellujo metabólico", conocido también como "efecto 

Crabtrce bacteriano", ocurre cuando el consumo específico de glucosa (q.) excede la capacidad 

oxidativa del ciclo de Krebs (TCA), así como también la formación de biomasa a partir de la 

glucosa consumida (Li et al., 2000). Cabe señalar que bajo estas condiciones la bacteria se 

encuentra en la etapa de respiración aerobia donde no existe limitación de oxígeno disuelto ni de 

la fuente de carbono. A su vez, el otro mecanismo donde E. coli produce acético es la 

fermentación ácido-mixta (Xu et al., 1999), sin embargo como se mostró en la Tablu 3, esta 

12 



A11tecede11tes 

especie no es la única presente en .esta condición sino que también existe la formación de láctico, 

succínico, etanol y fórmico. 

s 
o 
/J 
R 
E 
F 
l. 

GLUCOSA 

i 
(l'EI') ................................. )-

21 l_. ..... )- i\luh110 ./ 
..... .. .. ~ 211 

Oxulucctuto Fumuruto .!::.!.. .. ¡,.. SUCCINATO 
....... ,.;f frd 

""·'>- Aspurcuco ,/ ADI' --...J 
1\TI' ~ 211 

~ldh PIRUVATO ................. > LACTATO 
1 

I
r - - ~e~·~~ A~~~CoA ';;•••e::;<·.·.·.·.··>·> 

FOnMATO ---> 211 + co, 

- .......... ')-
' Acetll-CoA ' 
1 Cilrulo 'll f"-. ...... ,,.. 

Oxalucclulu '{ "t 

xf. bo<itralo 

x~ 211+co, 

2-oxoglulurulo 
Mulato TGA 

ACETATO 

ETANOL 

211A 
Fu mu rufo 

~ Succlnulo 

x~ 211+co, 

Succlnll-CoA 

/ 
M Enzimas reprimidas por ArcA bajo contlicioncs 
Anaerobias 

u 1 
J 1 

1 o, 

./Enzimas aclivntlas por FNR bajo contliciones 
Anaerobias. 

Rula ccnlral Aerobia 

1 
1 

MI 
E 1 

T : 
,, 1 

/J 1 

º' l. 1 
/ 1 

e' o 1 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

·- - -> 

NADll, FADll 2 

Acurreutlores de e· 
reducidos 

ic· 
Cudcnn 211 ' + 

nespiruloriu ~ 
(Trunsfcrcnciu tic e') 1120 

~ 
ADI'+ 1'1 ATP 

112 o, 

..... > Fcrmcnlación Ácitlo-MixlU 

- -> Sobrej/ujn Mt:1<1hó/ico 

frd Fumaralo reduclasa 

/c//1 Laclalo tleshidrogensa. 

'""' Piruvnlo tleshidrogcnsa 

pjl Piruvato formato liasa 

"'"' Succinato dcshitlrogcnasa 

Acetil-CoA-> Acctil-1' -> A C ET ATO. 

(l'EP) Fosfocnol piruvalo 

(TCA) Ciclo <le Krcbs o de los ácidos Tricarboxflicos 

Figuru 2.- Rutas metabólicas presentes en Escherichia coli direccionadas por oxígeno (Adaptada 
de Konz et al., 1998; Lchningcr, l 993a). 
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Un efecto perjudicial de estas especies, considerado de mayor importancia que el desvío del 

carbono. es la toxicidad impuesta a la célulá, tal y como lo demostraron Luli y Strohl ( 1990) al 

observar inhibición de crecimiento por acetato a concentraciones tan bajas como 30 mg/L, así 

como también una reducción en la productividad de proteína recombinante. 

Uno de Jos mecanismos hipotéticos planteados para tal efecto es que la sal de acetato no iónica 

actúa como agente desacoplante para el transporte de protones a través de la membrana 

citoplasmática y dentro del citoplasma, debilitando así, la fuerza motriz de protones que es 

esencial para la f'osf'orilación oxidativa y otros procesos endergónicos de Ja membrana. No 

obstante Rusell y Diez-Gonzalez ( 1998) proponen que este efecto inhibitorio resulta de la 

naturaleza lipofílica débil del ácido la cual Je confiere la capacidad de cruzar la membrana, 

resultando así en una acumulación aniónica en el citoplasma y por ende modificando la 

homeostasis celular. 

O'Beirne y !-lamer (2000) encontraron que el crecimiento de E.coli cepa W3 l I O K-12 es inhibido 

a concentraciones de acetato menores a 1.25 g/L y que existe una utilización secuencial entre 

glucosa y acético adicionados como mezcla en el medio de cultivo, denotando un crecimiento 

d iáuxico debido al cambio de sustratos. Por otro lado, Landwall y Holme, ( 1977) encontraron 

que E.coli B soportó hasta 20 g/I de acético sin inhibición, no obstante la inhibición se presentó 

cuando se combinaron acético, láctico, succínico, etc. y no solo por el acético, lo que denota que 

l!I comportamiento es cepa-dependiente con respecto a la inhibición. 

El sobrellujo metabólico se presenta principalmente al inicio del cultivo dado que no existen 

limitaciones nutricionales, este fenómeno puede ser "fácilmente" controlado aplicando la técnica 

del cultivo alimentado (Liden, 2002; Yamane y Shimizu, 1984). Dicha técnica permite manipular 

distintos parámetros y de especial interés la velocidad de crecimiento (µ), misma que está 

directamente relacionada con la actividad metabólica (producción de acético). Majewski y 

Domach, ( 1990) establecieron que la velocidad de alimentación crítica es de ~t=0.3 lf1
, valor por 

arriba del cual se comienza a formar acético. En cambio, Suárez y Kilikian (2000) establecieron 

que aún a ~l tan baja como 0.05 lf 1 la síntesis de ácido acético no se suprime . 

. __ rr~~~S CON / 
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La aparición de las especies mencionadas en un bioproccso es indeseable, ya que finalmente 

representa una pérdida a nivel energético, donde los esqueletos de carbono procedentes de la 

glucosa se destinan a Ja formación de dichas especies que son importantes para la generación 

de energía necesaria para las funciones básicas de la bacteria, pero que impactan fuertemente 

el desarrollo del cultivo y resultan en pérdidas de rendimientos de los productos de interés 

sobre el sustrato. 

Por otro lado, cuando se alcanzan altas concentraciones celulares las demandas nutricionales 

(oxígeno) de igual forma aumentan, por lo que existe la necesidad de aumentar el suministro 

para satisfacer la demanda y mantener un valor de la concentración de oxígeno que no limite 

el crecimiento y evite el flujo metabólico hacia In fermentación ácido-mixta. 

Suministro y consumo de oxígeno. 

En los cultivos aerobios, las células consumen el oxígeno que esta disuelto en el medio. Para 

que las moléculas de oxígeno procedentes del gas puedan estar disponibles (disueltas) en el 

medio de cultivo, deben vencer ciertas barreras clifusionalcs ó en términos generales 

resistencias al transporte de masa. Esta trayectoria de las moléculas va desde el seno de In 

burbuja del gas, hasta el sitio de reacción o reconocimiento molecular. Las resistencias n 

vencer dependen de las condiciones hidrodinámicas, temperatura, actividad celular, fenómenos 

interfncialcs, etc (Bnilcy y Ollis, 1986). La expresión matemática que representa In velocidad 

de transferencia de oxígeno esta dado por In ce. 1: 

OTR = N" = k1.c1 (e· s - el ). 1) 

donde: NA es In velocidad de transferencia de oxígeno por unidad de volumen, la cual es n su 

vez, una fünción de In fuerza motriz expresada como una diferencia de concentraciones (C*i: -

C¡J de oxígeno y el k1.a ó coeficiente volumétrico de transferencia de oxígeno cuyo significado 

lisico está relacionado con la capacidad del biorreactor para transferir oxígeno. 

G
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La velocidad a la cual el oxígeno es consumido por las células en un biorrcactor determina la 

velocidad a la cual debe transferirse del gas al 1 íquido (Doran, 1993). Dicho consumo o 

demanda está influenciado igualmente por varios factores como son: la especie celular,0 fase de 

crecimiento y la fuente de carbono utilizada. Matemáticamente, la velocidad de consumo la 

podemos expresar de la siguiente forma :. 

OUR=Q0 , =lfo,x (2) 

donde: Q 0 2 y q 02 son la velocidad volumétrica y específica de consumo de oxígeno 

respectivamente y x la concentración celular. 

La velocidad específica de consumo (qov depende también de la concentración de oxígeno en 

el medio (C1.), siguiendo por lo general una cinética tipo Monod (Doran, 1998). Este modelo, 

análogo al de Michaelis Menten, plantea la existencia de un parámetro denominado 

concentración crítica de oxígeno (Ccri1). La Ccrit representa el valor de la concentración de 

oxígeno por debajo del cual un parámetro en este caso q02. mostrará una dependencia 

aproximadamente lineal, mientras que a valores mayores de CL esta dependencia se pierde 

alcanzando un máximo asintóticamcntc. 

Asumiendo un estado-estacionario, donde no existe acumulación y combinando las 

expresiones matemáticas para la transferencia y consumo de oxígeno obtenemos la ecuación 

global de transferencia de oxígeno (ce. 3), la cual es fundamental para el diseño de un 

bioproccso. 

dC 
L = k a (C'N - C¿) -q

02
x 

dt l 
(3) 

En la ecuación 3 se puede observar que, para que no existan limitaciones de oxígeno, el 

término que representa a la transferencia de oxígeno u OTR, debe ser mayor o igual al término 

de consumo. Finalmente el objetivo es mantener la concentración de oxígeno C¿ por arriba de 

la Ccri1 ya que esto garantizará que no existan cambios a nivel metabólico que repercutan 

negativamente el desarrollo del cultivo. Cabe señalar que dependiendo del modelo de estudio y 

de la función objetivo a evaluar (velocidad de crecimiento, concentración de biomasa, proteína 

rccombinantc, etc) los valores de las Ccrit podrán ser diferentes. 

[
-··--·-------. 
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Esc:heric:hiil c:oli, sistcm11 par11 lu producción de protcínasrccombinantcs. 

La producción de proteínas basada en la tecnología de ADN reco11lbinant~ lrn sido objeto de 

gran interés industrial dada las posibilidades que representaen cuantoa la reducción de costos 

de producción (Bylund et al., 2000). Sin duda alguna E: coli es y ha sido el principal vector 

para la expresión de proteínas recombinantes que no requieren modificaciones 

postraduccionales. Esto se debe a las ventajas inherentes que presenta sobre los otros sistemas 

de expresión, como son la alta velocidad para crecer, altas concentraciones celulares y de 

producto, así como medio de cultivo sencillo y barato. Por otro lado, el sistema presenta 

limitaciones para la expresión entre las que destacan la ineficiente producción de proteínas 

grandes y la incapacidad de realizar modificaciones postraduccionalcs (Palomares et al., 2002). 

En general podemos clasificar a las proteínas recombinantes producidas a nivel industrial en 3 

categorías como se muestra en la Tnbln 4. 

Tabln 4. Principales categorías de proteínas recombinantes (Adaptada de Sawers y Jarsch, l 996). _________________ .. _______ _ 
Cn1cgoría 

2 

3 

Prcrrcquisi1os 
Cuulitativos-Cuantitativos 
··- -- ··--- -- -

Altos rendimientos 
Bajo costo 
Pureza no es un prohlcnrn principnl 

Alta pureza 
!3njo costo 
Los rendimientos son menos críticos 
que In cntegoría 1 
Muy alta calidad (pureza) 
Proceso compatible con los 
lineamientos de la FDA 

----------------------
Aplicación 

-· . 
Enzimas: ej. proteasas y lipasas para 
detergentes en polvo. 
Proteínas para procesamiento de alimentos o 
suplementos. 
Oiocatalisis. ej. glucosa oxidasa. 

Enzimas y proteínas p:1ra diagnostico in vivo, 
ej. colesterol oxidasa. glucosa dcshidrogensa 
ó penicilina G acilasa. 

Terapéuticos humanos, ej. activador de 
plasminógeno de tejido humano, insulina. 

Diversos procesos deben considerarse para optimizar la sobre-expresión de proteínas 

recombinanles, entre los que destacan la estabilidad de los mRNA, la eficiencia de la 

traducción, la exactitud de la incorporación de aminoácidos, el plegamiento correcto de la 

proteína, la formación de agregados de proteínas insolubles (cuerpos de inclusión), la 

susceptibilidad a la proteólisis etc. (Sawers y Jarsch, 1996). Estas son características propias 

del diseño y construcción del vector (plásmido) así como de la proteína recombinante 

e-~-~&~-; 
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expresada. A nivel operacional (biorrcactor) uno de los parámetros de especial interés es la 

estabilidad del plásmido, la cual puede ser influenciada fuertemente por la velocidad de 

crecimiento del hospedero (Ryan y Parulckar, 1990), condiciones de aireación (Namdev et 

al., 1992), composición del medio, etc. 

En general se ha encontrado una relación inversa entre la velocidad de crecimiento y el número 

de copias del plásmido (Palomares et al. 2002) y la concentración de proteína recombinante 

(Ramírcz et al., 1994 ), aunque no necesariamente un alto número de copias garantizará una 

expresión adecuada del gene, ya que en algunos casos puede ser desventaja un exceso de 

material genético hetcrólogo para la célula (Ramírcz et al., 1994). Por lo tanto, debe 

encontrarse un equilibrio de las condiciones operacionales que por un lado permitan una 

adecuada amplificación del plásmido, y por el otro la máxima producción de proteína 

rccombinantc. 

El estrés hidrodinámico es un factor adicional que se suma a la lista de condiciones que pueden 

afectar la expresión de proteínas rccombinantcs, la morfología y metabolismo de E. coli. 

Especílicamentc, en cepas rccombinantcs existen hipótesis las cuales establecen que la 

susceptibilidad al estrés aumenta por la expresión de la proteína hcteróloga lo que da lugar a 

que las células presenten procesos de clongamicnto e hinchamiento por lo que se sostiene las 

hace mas susceptibles. Por otro lado, esta bacteria es considerada como un microorganismo 

"poco susceptible" al estrés hidrodimímico, dada la estructura rígida de la pared celular, 

producto del entrecruzamiento del péptidoglicano, así como el tamaño mismo de la célula 

(Joshi et al., 1996). 

Escalamiento 

Una etapa fundamental dentro del desarrollo tecnológico de proteínas rccombinantes es el 

esca/a111ie11to del bioproccso ya que es necesario en la industria biotecnológica para poder 

llevar al mercado el producto de interés (Galindo, 1996). El escalamiento ascendente, es la 

operación mediante la cual se traslada de un nivel menor (por ejemplo matraz) a uno mayor 
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(por ejemplo fermentador), es decir se trata de reproducir los resultados obtenidos a nivel 

laboratorio en un nivel industrial. 

Escalar ascendentemente un bioproceso es una actividad dependiente de la elección de un 

criterio de escalamiento. Estos criterios son parámetros fisicos relacionados con las variables 

de operación. Generalmente la elección del criterio de escalamiento se hace de manera 

empírica (Palomares y Ramírcz, 2000). Entre los parámetros mas utilizados en el escalamiento 

ascendente están el coeficiente de transferencia de oxigeno (k¿a), la potencia por unidad de 

volumen (PIV) y la velocidad de punta del impulsor (ND) (Einsele, 1978). 

Un problema inherente al escalamiento ascendente es que únicamente se mantiene una variable 

constante mientras las demás cambian al pasar de una escala a otra, en ótras palabras, existe 

una interdependencia entre los parámetros de escalamiento. Cómo consecuencia de tal 

limitación, el mezclado, la transferencia de masa y de calor, podrían no ser eficientes, por lo 

que el microorgunismo experimenturá diferentes microambientes al circular a través del 

biorreactor. 

Los fermentadores a escala laboratorio pueden ser operados con una alta potencia, dado que no 

existen restricciones a nivel energético ni tampoco mecánico, situación que trae como 

consecuencia un mezclado ideal del medio de cultivo (en el caso de que el medio de cultivo 

muestre propiedudes reológicas newtonianas) y una ulta velocidad de transferencia de masa 

principnlmcnte. Igualmente los fenómenos de transporte restantes también se desarrollan 

eficientemente. Una situación contraría se presenta en la escala industrial, en la cual la 

potenciu suministrada al sistemn está restringida por razones mecánicas y económicas, 

causando problemas de mezclado y transferencia de masa. 

Grudientcs :imbicntnlcs 

Específicamente, al escalar una fermentación a volúmenes mayores se presentnn 

invariablemente problemas de heterogeneidad y de gradientes en las variables ambientales mas 
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importantes. Entre las evidencias que sustentan la motivación para este estudio se encuentra lo 

encontrado por 1\'1anfrcdini et al., ( 1983) así como Oostcrhuis y Kossen, ( 1984). El primero de 

estos trabajos efectuó un estudio en un biorrcactor de 112 m3 con el objetivo de obtener una 

caracterización completa de las concentraciones de oxígeno disuelto y de temperatura a lo 

largo de los cj1:s axiales y radiales del biorrcactor. El modelo estudiado fue Streptomyices 

mm!fácies, cuyos cultivos exhiben características reológicas no ncwtonianas. Encontraron que 

en las posicion1:s de los electrodos evaluadas en el biorreactor no hubo diferencias en las 

mediciones en la dirección radial, en cambio axialmente existió un gradiente de ca. 40% TOD. 

El biorrenctor fue operado a una potencia de 2.5 kW/m3 y una velocidad de agitación variable, 

de 50 hasta 100 rpm, la velocidad de flujo del gas fue mantenida constante en sus 

experimentos, lo que resulto en un "holdup" de ca. 9%. 

Para el caso de lo reportado por Oostcrhuis y Kossen, ( 1984), los autores realizaron 

mediciones de igual forma de oxígeno disuelto en diferentes puntos o zonas de un biorrcactor 

de 20 m3, utilizando simplemente agua. Encontraron que existe una distribución espacial de 

concentraciones de oxígeno disuelto tal y como se observa en la Figura 3. Las condiciones de 

operación al momento de las mediciones fueron de ca. 158 o 78 rpm constantes, variando la 

velocidad de aireación, la cual se reportó en unidades arbitrarias. Dichas mediciones fueron 

realizadas con el objetivo de establecer un modelo con el que se pudiera predecir la 

distribución espacial de la concentraciones de oxígeno disuelto, así como la capacidad global 

de transferencia de oxígeno como una función de la velocidad de agitación y el flujo de gas. 

Las concentraciones encontradas a lo largo del biorreactor variaron desde 22 % TOD hasta 

valores tan bajos como 3 % TOD, e incluso O % TOD en regiones alejadas de la zonas de 

descarga de los impulsores. 

Como se mencionó en secciones anteriores, no solo se han tenido evidencias de la presencia de 

gradientes de oxígeno disuelto o temperatura, también se han encontrado distribuciones de pH 

(Amanullah et al. 2000), de concentración de sustratos alimentados (Xu et al., 1999), y de 

dióxido de carbono disuelto (Ozturk, 1996; Garnier et al., 1996), entre otras. Debido a tales 

gradientes, los microorganismos están sometidos a ambientes fluctuantes a lo largo de su 

recorrido dentro del biorreactor, pasando de zonas bien mezcladas a zonas mal mezcladas. 

[
·----
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Figura 3. Gradientes de oxígeno disuelto en un tanque de 25 m3 (Oostcrhuis y Kosscn, 1984). 

Aunado a estas evidencias experimentales, las cuales han servido como base para otra serie de 

líneas de investigación, en las que se encuentran los trabajos que predicen la presencia de 

gradientes a partir de simulación computacional o CFD ("computational fluid dynamics") 

(Bakkcr, 2000). 

Escalamiento Descendente 

Los cultivos a gran escala de E. coli se caracterizan por alcanzar altas concentraciones 

celulares, resultando en una demanda elevada de 0 2• Dada las propiedades fisicoquímicas del 

oxígeno (muy baja solubilidad), la posibilidad de que se generen gradientes de oxígeno es alta. 

Ante tal situación, la bioingeniería estableció la metodología del escalamiento descendente 

como una alternativa para hacer frente a la problemática que se genera en torno al 
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escalamiento ascendente. El concepto de escalamiento descendente (o"sca/e down"como 

comúnmente se refiere en inglés), se estableció desde los afias 70's como una alternativa de 

mejora en los procesos existentes. Sin embargo, es hasta los años SO's cuando Osstcrhuis, 

( 1984) lo plantea como una metodología scmicmpírica con la que es posible generar 

estrategias que simulen a nivel laboratorio las condiciones prevalecientes a gran escala. A 

través de esta simulación es posible obtener información bajo condiciones que se asemejan a 

las reales pero sin la necesidad de realizar experimentos a gran escala, lo cual resultaría 

impráctico y costoso (Palomares y Ramírcz, 2000). 

Amílisis de Régimen Implementación 

Escala Industria/ 

Escala Laboratorio 

Simulación Optimización 

Figura 4.- Metodología del escalamiento descendente (Oostcrhuis, 1984). 

Como se observa en la Figura 4 dicha metodología consta de 4 etapas: 

1.-Análisis de régimen. Esta etapa en particular, como su nombre lo indica, consiste en analizar 

e identificar los mecanismos limitantes del bioproceso a gran escala mediante la comparación 

de tiempos característicos (lea). Los lea son una medida de la velocidad con que se llevan cabo 

los diferentes subprocesos, ya sea de los fenómenos biológicos (consumo de oxígeno, 

adaptación de E. co/i ante un cambio medio-ambiental, velocidad de crecimiento, etc) o de los 

fenómenos de transporte (transferencia de masa, calor y momen/11111). Un valor pequeño de lea 

indica un subproceso que se lleva a cabo rápidamente, en cambio un lea grande refleja un 

subproceso lento. Diversos subprocesos y los tea. así como su magnitud, pueden observarse en 

la Figura 5. 
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Figurn 5.- Diversos subprocesos y orden de magnitud de sus tiempos característicos 
(Adaptado de Palomares y Ramírcz, 2000) 

Los lea pueden ser determinados teóricamente a partir de correlaciones existentes en la 

literatura o bien ser determinados experimentalmente. La Tabla 5 muestra algunas de las 

correlaciones teóricas para tiempos característicos de fenómenos biológicos y de transporte. 

Un claro ejemplo de este análisis de régimen es el realizado por Oosterhuis y Kosscn ( 1984) en 

un biorreactor tipo tanque agitado. Los resultados de tal análisis se muestran en la Tabla 6. Las 

conclusiones mas sobresalientes que se derivan de este estudio en particular son: 

• Los tiempos característicos para el consumo y transferenciá de oxígeno son del mismo 

orden de magnitud y por lo tanto una limitación puede ocurrir. De igual forma el 

tiempo de circulación del líquido es del mismo orden que los tiempos de consumo y 

transferencia de oxígeno por lo que es probable que ocurran gradientes. 

• Es poco probable que el crecimiento y el consumo de sustrato afecten el desarrollo del 

proceso debido a que el orden de magnitud de sus lea supera al resto de los lea de los 

dcmús subprocesos. 
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Tahla 5.- Correlaciones de la literatura para detem1inar tiempos característicos (Serrato, 2002). 

Tiempo característico Abreviaturn Correlación Referencia 

Mezclado 1.11 V/2.6ND 3 Solil y G<idia, 1994 

Mezclado 
l,11 L 2 /0.36(gD 4 v1

)
11

·
1 Sweere et C1/., 1987 

(columna hurhujeada) 

C~in.:ulacic'>n 1,. 1,\1 /4 Feijen y l lofmecstcr. 
llJlJl 

Transferencia de masa ti//, 1/ k,_<1 
Feijen y l lofrnecster, 

1991 

Crecimiento 1,, 1/ ¡1 Sola y Gúdia. 1994 

Transferencia de calor 1,,, VpC
1
,/UA Swcere et C1i., 1987 

Difusicín 1,, ¡}j D,ll Sulil y Godia, 1994 

Consumo de oxígeno fo,· Co,/<io, X Sweere <'/ C1/., 1987 

Consumo de sustrato 11(. C,..fq,X Swcerc el C1i .. 1987 

Residencia del líquido r V/F Solü y Gl1dia, 1994 

Residencia del gas TG E(V j F) Soli1 y Godia. t 994 

Tabla 6. Análisis de régimen de una fermentación de ácido glucónico de 19 111
3 (Oosterhuis, 

1984). 

--·---------·----·----------
Fenómeno físico. 

Transferencia de oxígeno 

Circulación de 1 íquido 
Transferencia de calor 
Fenómeno biológico 
Consumo de oxígeno 

Crecimiento 
Consumo de sustrato 
Generación de calor 

... 55 (no coalesccnte)-11.2 (colaescentc) 

12.3 
330-650 

• 16 (orden cero) -- 0.7 (primer orden) 
1.2x10• 
5.5XI0 4 

350 ·---····-------------·- --- ·- -··-····-----··-----
... El tiempo de trnns!Crencia de oxigeno se calculó utilizando dos medios con propiedades diferentes: coleascente 
y no co:1lescente. 
• El tiempo caraeterísitico de consumo de oxigeno lite calculado a partir de una forma integrada de la ecuación de 
l'vlichaelis Menten. Por lo tanto, para una cinética de orden cero suponen que S ~ Ks y primer orden si S < Ks 

1
--.. rrivc•¡ri r,(·'ttT J ,_:,,.)1_) .• , IJ.~ 
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----·----------....J 
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• De la comparación de los tiempos de generación y transferencia de calor, es posible 

suponer que la transferencia de calor no será un problema a esta escala y que los 

gradientes de temperatura no deben presentarse debido a que el lea de circulación del 

líquido es relativamente menor que el tiempo característico de generación de calor. 

Otros análisis de régimen se han realizado utilizando distintos modelos biológicos (levaduras, 

hongos, células animah:s), como por ejemplo el trabajo publicado por Swcerc et al., ( 1987) con 

Saccharomyces cerevisiae en una columna burbujeada. En dicho trabajo se concluye que 

existía una alta probabilidad de agotamiento de oxígeno así como también la formación de 

gradientes. Aunque estudios formales de análisis de régimen para E. colino se encuentran en 

la literatura, resulta lógico pensar que dada las características inherentes del modelo como es el 

alto consumo de oxígeno y altas densidades celulares, se presentará la misma problemática que 

en los dos casos anteriormente descritos. 

2.- Si11111/ació11. El mecanismo identificado como limitante del proceso en escala industrial se 

simula a nivel laboratorio. Es necesario señalar que la condición fundamental para llevar a 

cabo la simulación es que los tiempos característicos seleccionados deben ser constantes en 

ambas escalas. 

3.-0ptimización y 111odela111iento. En esta etapa se observa la respuesta del microorganismo en 

diversas condiciones que permitan generar modelos que describan de forma mas clara la 

dinámica microbiana. En esta etapa se seleccionan las mejores condiciones que lleven a 

optimizar la función objetivo. 

4.-Aplicación. La etapa final del método de escalamiento descendente es la implementación de 

las condiciones optimizadas a los procesos de escala industrial. 

Tiempos de mezclado y circul:1ción. 

Anteriormente se describió que una de las principales causas por la que los biorrcactorcs 
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industriales son considerados como sistemas heterogéneos es por la ineficiencia en la 

operación de mezclado. Un parámetro útil para evaluar la eficiencia de esta operación es el 

tiempo de mezclado (tM), definido como el tiempo necesario para alcanzar un cierto grado de 

homogeneidad en el medio, generalmente cuando se alcanza un porcentaje ;::: al 90% de la 

respuesta linal (Dornn, 1998). La metodología aplicada para la estimación experimental del 

tiempo de mezclado se basa en la inyección de trazadores como ácidos, bases, colorantes cte. y 

mediante sensores o electrodos se monitorea la concentración de dicho trazador en 

determinadas zonas del biorreactor. Sin embargo, algunos de los trazadores no pueden 

utilizarse para mediciones in situ por el daño que puede causar al mircroorganismo. Li et al., 

( 1990) desarrollaron un técnica para la medición del tiempo de mezclado in situ utilizando 

NADH y ribotlavina como trazadores en cultivos de Candida utilis. El monitoreo se realizó 

mediante electrodos de lluorometría. A su vez, Pedersen et al., ( 1994) emplearon un isótopo 

radiactvo ( 11 J"'ln) en fermentaciones de Aspergil/us oryzae monitoreando Ja radiactividad 

emitida por el trazador en diferentes puntos del tanque. En la Tabla 7 se muestra algunos 

valores de tiempos de mezclado determinados experimentalmente. 

Tabla 7.-Tiempos de mezclado determinados experimentalmente. 

Configuración Volumen Método utilizado Valor estimado Referencia 
Tanque Agitado 

15 L 
Isótopo 

> 5 s Pedcrsen et al. 1994 
11,0 Radiactivo 

Tanque Agilado Fluorometrfa 
12 s 

ISO L cr l 5-20% Li et al. l 990 
Ca11dida wilis pi! 

t2 s 

Tanque Agilado 2.5 mJ 
Isótopo 

80 m·' 10- 70s Jansen et al. 1978 
Pe11icilli11111 160 nr' Rndiactivo 

Tanque Agiiado 
10.5 L 8s Mukalaka et al. 1980. 

l!.O (tC¡) 2 S 

a Dcsviación cstiÍlular de la mcdicón. 

Otro parúmetro que está íntimamente relacionado con el tM es el tiempo de circulación (te;). El 

te; es importante en el estudio de condiciones fluctuantes dado que provee un estimado del 

tiempo promedio que tarda una célula en circular a través de diferentes regiones del biorreactor 

y por lo tanto es un indicador del tiempo promedio en que un microorganismo permanece en 

diferentes condiciones de reacción a lo largo de su recorrido. Evidentemente la consideración 

de un solo tiempo de circulación en un tanque agitado es una aproximación conceptual, ya que 
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diferentes elementos del fluido que salen de la región de los impulsores seguirán diferentes 

trayectorias, resultando en diferentes tiempos de circulación. Es decir, existirá una distribución 

de tiempos de circulación (DTC). Esta distribución estará caracterizada por un tiempo de 

circulación promedio así como una desviación estándar. 

Diversas correlaciones han sido propuestas para estimar tiempos de mezclado y circulación. 

Una de ellas relaciona ambos parámetros como se muestra en la siguiente ecuación: 

I 
ll" = M 

l 4 (3) 

esta correlación fue propuesta para un tanque agitado de geometría estándar y usando un medio 

de una sola fase (Doran, 1998; Luybcn, 1993). 

Anderson et al. ( 1982) reportaron para tanques agitados una correlación para tiempos de 

circulación, los cuales pueden ser estimados en función de la capacidad de bombeo de los 

impulsores (Q;) así como de las propiedades reológicas del fluido. La capacidad de bombeo fue 

estimada mediante la correlación de Norwood y Metzner para turbinas Rushton estándar de 

acuerdo a: 

(4) 

donde: 

q = relación entre la velocidad angular de .. la punta del impulsor y la velocidad angular del 

impulsor. 

El te; es estimado como la relación entre el. volumen del tanque y la capacidad de bombeo de 

los impulsores: 

. V 
IC· = 

'· Q; 
(5) 

A su vez, Swccre et al., ( 1987) formularon una correlación para el te; en función de las 

dimensiones del tanque así como de la velocidad de agitación: 

(6) 
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Para el caso específico del sistema de dos compartimentos Oosterhuis y Kossen (1985) 

propusieron una ecuación que relaciona el volumen de ambos sistemas y el flujo de 

intercambio entre ambos biorreactores, tal y como lo muestra la siguiente ecuación:º 

\11 + V2 
IC¡ = .............................................. (7) 

F 

Simulación en el Esculumiento Descendente. 

El interés del presente trabajo se centra en la etapa de simulación, .misma que se basa en 

representar las variables espaciales (gradientes de oxígeno disuelto) mediante oscilaciones 

temporales (tiempo de circulación promedio). 

Los simuladores para gradientes de TOD y algunas otras variables se clasifican en dos grupos: 

simuladores de un compartimento y dos compartimentos. El fundamento de ambos diseños 

está basado en la suposición de la existencia de dos zonas dentro del biorreactor: 

a) Una zona homogénea o de "micromezclado" donde se llevan a cabo procesos a nivel de 

torbellinos terminales (o "eddies ")controlados por la turbulencia del tanque de acuerdo 

a la hipótesis de Kolmogorov, así como también mecanismos de difusión molecular 

(Guillard y Triigardh, 1993). 

b) Una zona "macromczclada", controlada por el flujo convectivo dirigido por los 

impulsores. En esta zona pueden ocurrir condiciones limitantes cuando existe una 

combinación de factores como son el alto consumo de oxígeno por el cultivo y un alto 

te; y/o baja transf'crcncia de masa. 

Los simuladores de un compartimento consisten de un tanque agitado o bien un reactor tipo 

airlifl (Figura 6). La simulación de fluctuaciones de gas disuelto (oxígeno) en este tipo de 

modelos se lleva a cabo por medio de cambios, ya sea aleatorios como el que genera el método 

Monte Cario (Namdev et al., 1982; Yegncswaran y Gray, 1991 ), sinusoidales (De León, 1996; 

Serrato, 2002; Trujillo-Roldán, 2001 ), o cuadrados, en los gases de entrada. Tales cambios dan 

lugar a que cada punto de la curva o perfil describa un cambio en la presión y por lo tanto en la 
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concentración del gas disuelto como una función de tiempo. De ahí que cada punto_ representa 

una zona diferente en el biorreactor ó un elemento discretizado de un cultivo en su ·circulación 

a través de las regiones de micro y macromezclado. 

Una desventaja de este tipo de configuración es su lenta respuesta dinámica (Palomares y 

Ramírcz, 2000), especialmente en cultivos bacterianos en los que Jos tiempos característicos 

que limitan el proceso son muy cortos, situación que complica su simulación. Tal dinámica 

está regida principalmente por los fenómenos de transferencia (adsorción y/o dcsorción del gas 

para alcanzar un período determinado) así como rctrazos hidráulicos (por ejemplo en la tubería 

del gas) o mecánicos (por ejemplo en los actuadores como válvulas o controladores de flujo 

másico). 

Los simuladores de dos compartimentos, como lo denota su nombre, consisten de dos tanques 

agitados o la combinación de un tanque agitado y un reactor tipo pistón (Figura 6). 

A 

o 

ºº o, 
g 

g 
o 
<Se 

D 

Figu rn 6.- Diseños de sistemas de uno y dos compartimentos. A. Dos tanques agitados 
interconectados, B. Tanque agitado y flujo pistón. C. Tanque agitado. D. 
Biorrcactor tipo airlifl (De León, 1996). 

Los simuladores de dos compartimentos representan una alternativa para superar los problemas 

antes mencionados de los sistemas de un compartimento ya que la respuesta dinámica es mas 

rápida por ser función de la velocidad de recirculación entre ambos reactores (Oosterhuis y 

!
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Kossen, 1985). Tal configuración no solamente da lugar a la simulación de tiempos de 

circulación cortos sino que también a diversas distribuciones de tiempos de circulación, 

resultando en una aproximación más real a lo encontrado en reactores industriales. Un 

esquema particular para simular gradientes de oxigeno disuelto consiste en suministrar aire a 

uno de los reactores para representar la región bien mezclada, mientras el otro se mantiene en 

condiciones anaerobias mediante burbujeo de nitrógeno para simular zonas muertas. 

Entre las desventajas de este tipo de sistemas están que las oscilaciones se dan como cambios 

escalonados debido a que se genera un perfil cuadrado. Otro aspecto importante es que el 

microorganismo puede experimentar altos esfuerzos de corte en los circuitos de recirculación, 

además que se requiere doble equipo comparado con los sistemas de un compartimento. 

Estudios rcnlizndos con íluctuncioncs de oxígeno 

En la Tubln 8 se presentan algunos de los trabajos reportados en la literatura que usan sistemas 

de un compartimento en diferentes modelos biológicos. Específicamente estudios con E. coli 

recombinantc podemos destacar lo publicado por Namdev et al., ( 1993) quienes utilizando la 

cepa Dl-15a/pUC 19 la cual expresa [3-galactosidasa y empicaron el método Monte Cario cuyo 

algoritmo estaba programado para simular tiempos de circulación de 8 a 44 s. Encontraron que 

el plásmido no fue susceptible a inestabilidad segregacional bajo las condiciones probadas 

comparado con sus experimentos con aireación continua. El crecimiento, rendimiento celular y 

consumo de glucosa fue equivalente en todos los experimentos. Aunque los rendimientos y 

actividad de la proteína fueron similares, el número de copias del plásmido fue el doble en 

aireación continua sugiriendo que las condiciones de TOO pudieron afectar la replicación del 

plásmido. 

De León ( 1996) diseñó y caracterizó un simulador de gradientes de oxígeno disuelto 

manipulado por un algoritmo de control PID el cual incluye una subrutina de setpoint variable 

(onda cuadrada o sinusoidal). El microorganismo utilizado fue la cepa E. co/i JM 1Ol/pA102 

productora de la enzima penicilino acilasa, dicha proteína requiere un procesamiento 
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postraduccional que involucra una translocación a periplasma para su posterior excreción al 

medio de cultivo (Ramírez et al., 1994). El efecto de las oscilaciones se evaluó variando el eje 

de oscilación de 0.5 hasta 35 % TOO y amplitudes de 0.5 hasta 5% TOO, manteniendo.eL 

periodo constante a 400 s. Las oscilaciones de TOO mostraron que al aumentar el eje de 0.5 a 

35%, la velocidad de crecimiento y el rendimiento celular incrementaron de 0.17 a 0.38 11° 1 y 

de 0.25 a 0.55 g/g respectivamente. En cambio la actividad específica de la enzima.disminuyó 

de 0.17 a 0.09 U/g cel. 

Tabla 8.- Estudios realizados en sistemas de un compartimento. 

Método Condiciones Organismo Resultados Referencia 

Fluc1uaciones de E=30%TOD Reducción en un 30% de la vel. 
presión parcial del 

A=7 % 
Pe11icilli11111 

esp. de producción de 
Vardnr y Lilly, 

gas en un tanque .Q = 120 s 
chrysogc1111111 

penicilina 
1982. 

agirado. 

Fluctuaciones de 
Al aumentar la TOD de 10 a 70 

presión total en una 
Presiones 1 a 6 :itm Pse11do11101ws ppm el rendimiento celular y la Katnoku el al. 
.Q=60s-600s aemgi11osa vel. esp de crecimiento 1986 

columna hurhujeada. 
disminuyeron ca. 70%. 

E= 35%TOD 
A= 25 % 

Aspergil/11s 
La producción de iíc. glucónico 

Trilger et al. .Q= 160s se afectó hasta los 200 s de 
C.1111bios de !lujo de 

11iger 
periodo. 

1991. 

gases (0, y N,) a la 
entrada de una E= 10%TOD Las oscilaciones no afectaron 
biorrcactor agitado, A= 10% 

K/11y1•eromyces 
los rendimientos, ni el 

controlados por un .Q = 300, 600 y crecimiento, no obstante la act. Cortés, 1995 
algoritmo PI D de 1200 s 

fragilis específica de f3-galactosidasa 
control se redujo un 30%. 
rctrnalimcntado. 

E= 3%TOD 
La umplitud evaluada 

A= 3 % Azotobac1er 
determinó el peso molecular Trujillo-Roldán, 

.Q = 1200, l'i11c/muli 
del nlginato producido. Lu 

1999 
oscilación no afecto la cinética 

2000 y 4000 s. de crecimiento. 
E= Eje de oscilación, A=amplitud, Q= periodo 

Los estudios con sistemas de dos compartimentos han sido descritos en varias publicaciones en 

los cuales se evalúan los gradientes de TOO. Cabe mencionar que uno de los trabajos que 

anteceden este estudio es el realizado por Ooosterhuis y Kossen ( 1985) dentro del contexto del 

escalamiento descendente. El sistema desarrollado consistía de dos tanques agitados, 

conectados por una bomba. Los volumenes de trabajo fueron de 1.6 y 0.6 L. El biorreactor de 
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menor volumen era mantenido por agitación a 20% TOO mientras que el de mayor volumen se 

gaseaba con nitrógeno hasta que bajara a 5 % de TOO antes de inocular. El modelo utilizado 

fue G/uconobacter oxydans. Los tiempos de circulación evaluados fueron desde 20 s hasta 120 

s. Los resultados obtenidos mostraron que la producción de ácido glucónico se ve afectada 

conforme aumenta el te;, reduciéndose un ca. 50%. Por lo tanto, concluyen que el tiempo de 

residencia en el compartimento aireado es importante así como el flujo del líquido que va del 

compartimento bien aireado al mal aireado ya que determina la cantidad de oxígeno que es 

transportada y la concentración actual en esa parte del sistema. 

Amanullah et al. ( 1992) utilizaron un sistema muy similar al descrito anteriormente, los 

tiempos de circulación evaluados fueron entre 15 - 300 s. Bacil/us subti/is fue utilizado como 

modelo de estudio debido a que presenta una respuesta interesante ante cambios de oxígeno 

disuelto, acctoína (Ac) se produce a niveles por arriba de 150 ppb mientras que butanodiol 

(Bu) se produce por debajo de 80 ppb. De tal forma que la relación Ac/Bu depende del 

suministro de oxígeno y puede ser usada como una medida del estado metabólico del 

microorganismo. Los resultados obtenidos mostraron que la velocidad de crecimiento üt) y el 

consumo específico de glucosa (q5) disminuyen con un incremento en el tiempo de residencia 

en la zona estática, mientras que la velocidad de producción de Ac es máxima y no se produce 

Bu cuando el tiempo de residencia en el componente limitado por oxígeno es nulo. 

Swcere et al. ( l 988b) utilizando levadura de panificación encontraron que el rendimiento 

celular disminuyó y la formación de ácido acético aumentó al incrementar el tiempo de 

circulación evaluado. 

Los trabajos anteriormente descritos son hasta el tnoineiito los únicos que han sido publicado 

para el caso de sistemas de dos tanques agitados para simular gradientes de oxígeno. No 

obstante la combinación de tanque agitado col1 reactor tipo pistón utilizando Escherichia co/i 

ha proporcionado información muy inleresantesobrc la respuesta metabólica de la bacteria. 

Xu et al. ( 1999) estudiaron la dinán1léa de-r~spüesfa de un reactor de flujo pistón sin aireación 

encontrando que las células producen acético y fórmico dentro de un tiempo de exposición de 
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pocos segundos (54 s) bajo condiciones limitantes de oxígeno. Aunado a esto observaron que 

existe una rcasimilación del 99.6% del láctico producido, 96. 7% del acético producido y 90% 

del fórmico producido al regresar a la condición anaerobia. El 10% remanente del formato 

producido sirve como un buen indicador de la existencia de zonas limitantcs de oxígeno en el 

biorrcactor. 

Hewitt et al.(2000) demostraron mediante citometría de flujo que un ambiente cambiante con 

respecto a la concentración de sustrato (glucosa y TOO) tiene un profundo efecto en la 

fisiología celular y en la viabilidad de la biomasa. Existe un cambio considerable en la 

viabilidad celular (del 20%), caracterizada por una despolarización y permeabilidad de la 

membrana celular. En este trabajo en particular encuentran que el porcentaje de biomasa viable 

incrementa con una disminución de la calidad del mezclado, dicho resultado puede ser debido 

a que una proporción de las células expuestas a condiciones limitantes, inducen respuestas 

rcgulatorias a estrés (por ejemplo la producción de moléculas de señalización, ppGpp ó cAMP) 

fenómeno conocido como "respuesta estricta". Dicho fenómeno da lugar a la inhibición de la 

replicación de ADN, una síntesis estable de rRNA y por lo tanto a la producción de enzimas de 

estrés. Ademús, la actividad glicolítica y la síntesis de componentes estructurales son reducidos 

permitiendo a que esta proporción de células, también llamadas células "inactivas" sobrevivan 

en periodos de limitación de nutrientes. 

Bylund et al. (2000) evaluaron los gradientes de glucosa en la producción de hormona de 

crecimiento humana (hGH) por E. coli recombinante, encontrando que las limitaciones de 

oxígeno en presencia de alta glucosa resultaron preferentemente en la formación de fórmico 

sobre la de ácido acético. Estas condiciones posiblemente redujeron la cantidad de protcasas 

que degradan el producto, por lo que la degradación del monómero rhGH disminuyó en el 

experimento donde se simularon los gradientes. El fórmico tuvo una relación directa con el 

ADN liberado al medio debido a la lisis celular (Castan y Enfors S.-0., 2001). 
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Oscilaciones metabólicas en Escherichia coli. 

El comportamiento anormal de una ruta regulatoria puede ser el resultado de las llamadas 

oscilaciones metabólicas, las cuales han sido reportadas para diferentes modelos biológicos tales 

como Saccharomyces cerevisiae, Zymomonas mobilis y Klebsiella pne11moniae. Para el caso 

específico de Escherichia coli recombinante, Swartz ( 1995), demostró que dichas oscilaciones en 

el oxígeno disuelto son el n:sultado de cambios en la utilización de oxidasas terminales presentes 

en la cadena respiratoria. como lo es el pasar de citocromo oxidasa o (condiciones aerobias) a 

citocromo oxidasa el (condiciones anaerobias). En cambio, Weber y Kaiser (2000) reportaron que 

oscilaciones en la velocidad de consumo de oxígeno en un quimiostato fueron debidas a una 

acumulación repetida de mctilglioxal seguida de una adición de glucosa en exceso. Asimismo, 

Andersen et al. (2001) demuestran que una regulación incorrecta de la biosíntesis de isoluecina 

trae como consecuencia un fenómeno que denominan toxicidad por valina, encontrando que el 

comportamiento oscilatorio de la concentración de valina en el medio está directamente 

relacionada con las oscilaciones de oxígeno disuelto. Para dar explicación a dicho fenómeno, los 

autores suponen que en periodos de síntesis activa de proteína y por lo tanto de utilización de 

aminoácidos, la mayor parte de los intermediarios de carbono provenientes de la glucosa se 

incorporan como proteína, Jo que reduce el consumo de oxígeno debido a la baja demanda para 

oxidar completamente la glucosa, esta reducción en el consumo da lugar a un aumento de la TOD. 

Sin embargo cuando algún aminoácido llega a ser limitante, la glucosa se oxida por lo que el 

consumo de oxígeno aumenta y la TOO disminuye, ciando lugar al comportamiento oscilatorio. 

Con base en los antecedentes descritos en el presente estudio, los cuales mostraron la importancia 

del oxígeno disuelto en la fisiología y el metabolismo de Escherichia coli, se planteó la siguiente 

"hipótesis". Las condiciones fluctuantes de TOD, afectarán el metabolismo central y la 

productividad de Trp-LE proinsulina en E. co/i recombinan/e. Las condiciones f/11ctuantes de TOD 

representan los gradientes de TOD que pueden presentarse en biorreactores de gran escala y que 

se pueden simular en una sistema modelo de escalamie/1/o descendente de dos compartimentos. 

El desarrollar y aplicar estudios de escalamiento descendente constituye una actividad tecnológica 

importante y útil que permite predecir el comportamiento de distintos modelos biológicos en 

fermentadores de gran escala, en donde la experimentación es virtualmente imposible de realizar 

debido a los altos costos y/o inaccesibilidad de los equipos industriales. 
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Capítulo 3 Objetivos 

Objetivo General 

Estudiar el efecto de condiciones oscilantes de oxígeno disuelto en un sistema de dos 

compartimentos para simular gradientes espaciales presentes a gran escala utilizando como 

modelo de estudio Escherichia coli recombinante para la producción de la proteína Trp-LE 

proinsulina. 

Objetivos Específicos 

Generar una estrategia de control de oxígeno disuelto para cultivos de la cepa W31 l O trp + 

lpWplA dadas sus características fisiológicas y/o metabólicas. 

Diseñar y caracterizar un sistema de dos compartimentos interconectados, compuesto de dos 

tanques agitados, para simular gradientes de oxígeno disuelto. que pueden presentarse en 

biorreactorcs de gran escala. 

Estudiar el efecto de la tensión de oxígeno disuelto constante (O, ód; 1,'5, fiOX 2Ó %:TOO) 

sobre la cinética de producción de Trp-LE proinsulina, cc)nsuJí,o,~cle;~1t1~9s~,Y~~;o~ucCión de 

úcidos orgánicos y etanol en cultivos por lote. 

Evaluar el efecto del tiempo de circulación (7, 20, 50, ?QY 180 s)ehel sistema desarrollado, 

sobre los mismos parámetros cinéticos evaluados en los cultivos constantes, estableciendo 

condiciones constantes de TOO menores a 1 % para el biorreactor anaerobio y de ca. 10% 

para el biorrcactor aerobio. 
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Capítulo 4 Materiales y Métodos 

M oclclo Biológico 

El estudio fue llevado a cabo con la cepa Escherichia coli W3 l I O trp+ la cual fue transformada 

con el plásmido pWp!A de 4755 bps (Figura 7). Este plásmido contiene un gene que le confiere 

resistencia a tetraciclina y los genes estructurales del promotor de trp (trp-L y trp-E) siendo el 

Trp-LE una proteína de fusión que se inserta con el objetivo de proteger a la proteína de interés 

de la proteólisis intracelular. Esta proteína esta fusionada con el gene de proinsulina. La 

expresión de la proteína (Trp-LE proinsulina) esta regulada bajo el promotor trp. al cual se le 

eliminó el fragmento que corresponde a la atenuación, permitiendo que la represión por 

triptofano sea el único mecanismo de control del promotor (Olmos et al., 1994). Las cepas 

W3 l 1 O trp- y W3 l l O (wt) fueron utilizadas en los experimentos para comparar el 

comportamiento de ceses transitorios en el consumo de oxígeno que ocurrían en algunas fases 

del cultivo. 
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Figura 7.- Mapa genético del plásmido pWp!A (Olmos et al., 1994) 
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Medios ele cultivo. 

El medio de cultivo utilizado para los estudios en biorrcactor contenía (por kilogramo de agua 

dcsionizada): K21-IP04, 3 g; Na2HP04, 3 g; extracto de levadura, 5 g; (NH 4 )2HP04, 17 g; 

glucosa, 1 O g; MgS04 7 1-1 20, 2 g; tetraciclina, 30 mg y sales traza 2 mi cuya composición 

contenía (por kilogramo de agua desionizada): CaC!i 2 1-1 20, 1 g; CuC!i 2 1-1 20, 1 g; CoC!i 6 

1'20, 2 g; FcCb 6 1-1 20, 27 g; ZnCb 4 l-120, 2 g; l-bB03, 0.5 g; Na2Mo04 2 1-1 20, 2 g; HCI 

concentrado 100 mi. 

El medio de cultivo utilizado para los inóculos contenía (por kilogramo de agua desionizada): 

K2HP04, 3 g; Na2HP04, 3 g; extracto de levadura, 5 g; (NH4)2HP04; 1.7 g; glucosa, 2 g; 

MgS04 7 l-120, 2 g; tetraciclina, 30 mg. La glucosa y el MgS04 fueron esterilizados por 

separado, mientras que las sales traza y la tetraciclina fueron esterilizadas por filtración con 

membrana de 0.22 µm de diámetro de poro. El pl-1 de los medios de cultivo se ajustó a 7.4 con 

NaOH 1 O N previo a la esterilización por autoclave, la cual tuvo una duración de 20 minutos a 

120ºC. 

Para el banco celular de trabajo, así como para la cuenta de viabilidad (UFC/ml) se utilizó 

medio Luria el cual contenía (por kilogramo de agua desionizada): NaCl, 1 O g; bactotriptona, 1 O 

g; extracto de levadura, 5 g; y tetraciclina 30 mg. Para el caso de las UFC/ml se adicionó 

ademús, bacto-agar, 15 g. 

Conservación de la cepa. 

Banco celular 

Una vez que la cepa silvestre fue transformada con el plásmido, se inocularon cajas petri en 

medio Luria, incubadas a 37ºC para asegurar la inserción del plásmido por parte del hospedero. 

Posteriormente se tomó una colonia y se propagó en medio Luria líquido por ca. 5 h hasta 

alcanzar una densidad óptica (DO) de ca. 1, leída a 600 nm e incubadas a 300 rpm y 3 7ºC. A 
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partir de este cultivo se tomaron alícuotas de 500 µI y se colocaron en tubos de conservación de 

2 mi, más 500 ~ti de una solución de glicerol al 50%. Inmediatamente se congelaron los tubos y 

se mantuvieron a -70ºC 

Inóculos 

El contenido total de un criovial de conservación (ca. 1 mi), previamente descongelado, fue 

vertido en un volumen equivalente al 10% del volumen total a utilizarse en el experimento, 

siendo matraces Erlenmeyer de 250 mi para los cultivos a TOO constante y de 500 mi para los 

cultivos a TOO oscilante. Los matraces se incubaron a 37ºC y 300 rpm hasta alcanzar una DO 

de ca. 3.5 para su posterior inoculación al biorreactor. 

Muestreo 

Se tomaron muestras de 2 a 3 mi de las cuales se retiró una alícuota de 1 mi que se centrifugó a 

12,000 rpm por 3 min. El sobrenadante se utilizó para la cuantificación de glucosa y los perfiles 

de ácidos orgánicos y etanol. El resto de la muestra original se destinó para los análisis de 

proteína total y proteína recombinante. 

Métodos Analíticos. 

Cuantificación de biomasa y viabilidad. 

El crecimiento celular fue monitoreado como densidad óptica (DO) a 600 nm en un 

cspcetrofotómetro (Beckman DU 650) y su conversión a peso seco (g/L) se realizó 

correlacionando con un factor (0.32) anteriormente calculado. Las unidades formadoras de 

colonias (UFC) se obtuvieron mediante diluciones exponenciales en solución salina y siembra 

en cajas petri con agar y medio Luria. 
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Cuantificación de glucosa. 

La cuantificación de glucosa se realizó mediante un multianalizador enzimático YSI modelo 

2700 Selcct Biochcmistry Analyzer (Yellow Spring Instrument Co. Jnc). 

Cuantificación de proteína fotal por Bradford. 

Las muestras de fennentación se prepararon _de acuerdo al siguiente protocolo: 

1.- Se realizó un primer lavado con solución isotónica NaCl 0.85%. de acuerdo a la Tabla 9. 

Tabla 9.- Primera dilución de las muestras de fermentación. 

DO (Muestra) Dilución 

O a 2 Sin Dilución 

> 2 1/1 o 

Vol. Sol. Isotónica(µ!) 

o 
270 

Vol. Muestra (µl) 

300 

30 

Una vez que se resuspendieron las muestras, se centrifugaron a 12,000 rpm por 3 min y se 

descartó el sobrenadante. Nuevamente se realizó un segundo lavado con solución isotónica 

siguiendo el mismo protocolo. Una vez descartado el sobrenadante, el pe/let celular se 

resuspendió en agua desionizada. La siguiente etapa fue el rompimiento celular mediante 

sonicación a 30% de amplitud en un sonicador (Vibracell, Sanies & Material !ne). El tiempo de 

sonicación estuvo en función de la densidad celular como se observa en la Tabla 10. 

Tabla 10.- Tiempo de sonicación de las muestras de fermentación 

----------------
DO (Muestra) Tiempo (s) 

Oa5 1 pulso dc 5 

>2 2 pulsos de 7 

> 40 a 120 2 pulsos de 1 O 
·-----·-·--------------

Después de sonicar las muestras, se realizó una segunda dilución previa a la adición del reactivo 

de Brndforcl de acuerdo a la Tabla 11. 
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Tabla 11.- Segunda dilución de las muestras de fermentación 

---------· 
Vol. (µI) Vol. (µI) Dilución 

DO (Muestra) Dilución Final 
NaCI 150 mM (Muestra) 

Oa2 Sin Dilución o 100 I / 10 

> 2 - 15 Sin Dilución 270 100 l / 100 

Después de la segunda dilución se adicionó 0.9 mi del reactivo Bradford a cada muestra. El .. 

tiempo de reacción fue de 5 minutos, inmediatamente después de este tiempo las muestras 

leyeron a 595 nm. Una vez obtenidos los valores de absorbancia se calcularon las 

concentraciones de proteína de acuerdo a una curva estándar generada con albúmina bovina 

(anexo 1). 

Nota: Es importante señalar que todos los valores de proteína total que se reportan en este 

trabajo son referidos a albúmina bovina como estándar relativo, por lo que tales valores 

involucran un cierto grado de incertidumbre dadas las limitaciones del método como lo son: 

composición de la proteína estándar utilizada (Rosenberg et al., 1996), para el caso de la 

albúmina, esta proteína está caracterizada por tener una alta capacidad de unión al colorante así 

como la incapacidad del método para detectar proteínas con peso molecular mayor a 3-5 kDa 

{Eastwood et al., 1995). 

Identificación y cuantificación de proteína recombinante. 

La separación e identi ticación de las proteínas contenidas en las muestras de fermentación fue 

hecha mediante geles dcsnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 15%. 

Preparación de las muestras para electroforesis 

A partir de las muestras de la fermentación se tomó un volumen necesario para procesar el 

mismo número de células en cada muestra, esto se realizó de la siguiente forma: 
- --

Volumen de muestra (mi)= 0.3 / DO (600 nm) 

,-~rnS-.ts CON l 
\ rM .. l/ DE ORIGEN \ ¡ ______ ..... ______ .. --···· ' ... 
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El valor de 0.3 es un número determinado anteriorrmmte, con el cual se asegura una resolución 

aceptable en el gel (SDS-PAGE) de la·cantidad de proteínas presentes en la muestra; 
- ---=·==- =--= __ ,-_-' --- - !':;== -- -=---'--= -=-oo=o--=-=-- ==-- =oo-o-.·----'--o"'-"- ----= 

Los volúmenes correspondieÍlles de cada una de las muestras se centrifugaron a 12,000 rpm por 

3 min y se retiró el sobrenadante, posteriormente se resuspendieron las células en 25 µI de agua 

desionizada mas 25 µI de buffer Laemli 2X. Las muestras se sonicaron con 2 pulsos~de 7 

segundos cada uno, usando el mismo equipo descrito en la sección anterior. Lri etapa final del 

protocolo, establece que es necesario hervir las muestras durante 5 min, sin embargo en 

experimentos preelimiares no se observó diferencia entre muestras sin herviry hervidas, por lo 

que los geles se realizaron sin hervir las muestras. 

Cuantificación de la proteína recombinan/e por densilometría. 

La cuantificación de la proteína recombinante se realizó mediante densitometría por medio del 

programa Nll-1 image. Este programa permite comparar el área delimitada por la proteína de 

interés en cada uno de los carriles en una imagen digitalizada (pixeles) del gel, así como 

también la intensidad de dicha área. El producto de área • intensidad es el factor mediante el 

cual se correlacionó la concentración conocida del estándar de cuantificación, así como el de las 

muestras de cuya concentración de proteína recombinante se desconocía. Se utilizó como 

estándar de cuantificación una proteína de concentración conocida (anhidrasa carbónica bovina) 

(Amersham Pharmacia Biotech), cuyo peso molecular (ca.28.5 KDa) es muy similar a la 

proteína recombinante (ca. 28.1 KDa), así como también el porcentaje de aminoácidos de 

cadena lateral catiónica (por ejemplo, lisina y arginina) que interactúan con la cadena sulfonada 

aniónica del colorante (Coomassie Brillant Blue R-250) (Eastwood et al., 1995). Los 

porcentajes de tales aminoácidos calculados de la secuencia para cada proteína, fueron 10.5 % 

para el Trp-LE proinsulina y 9.2 % para la anhidrasa carbónica bovina. La secuencia de las 

proteínas se muestran en el anexo 11. 
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Cuantificación de iícidos orgánicos y etanol. 

La cuanti~cación de ácidos orgánicos y etanol se realizó mediante cromatografia de líquidos de 

alta resolución (HPLC) usando una columna de intercambio iónico (7.8 x 300 mm AMINEX-

13IORAD, 125-0140) a SOºC, acoplada a dos detectores conectados en serie, fotoarreglo de 

diodos (WATERS, 996) y un refractómetro diferencial (WATERS 410). El detector de 

fotoarreglo de diodos permitió cuantificar y verificar la pureza de los picos separados. La 

cuantificación fue realizada extrayendo el cromatograma a 21 O nm. El refractómetro se uso 

debido a que existen reportes en la literatura donde es utilizado para detectar glucosa, acetato y 

etanol. Sin embargo en ambos detectores fue posible cuantificar los estándares, así como las 

muestras de la fermentación. Como estándares se utilizaron los ácidos succínico, láctico, 

fórmico y acético de concentración conocida, con los cuales se generaron la curvas mostradas 

en el anexo 1 y mediante las cuales se obtuvieron la concentración de los ácidos orgánicos en 

las muestras al correlacionarlas con el área de las curvas estándar. Los ácidos orgánicos fueron 

separados usando H2S04 5 mM como fase móvil a un flujo constante de 0.5 ml/min. 

Tal y como se describió en los antecedentes, el etanol es otro subproducto importante de la 

fermentación, sin embargo no se detectó en ninguna de las muestras. 

Diseño del simulador. 

Sistema de dos compartimentos 

El simulador está compuesto por dos tanques agitados Virtis, uno aerobio (Rncrobio) y uno 

anaerobio (Ranacrobio) (Gardiner, NY), instrumentados e interconectados por medio de una bomba 

peristáltica (Masterllex mod. 7592-40), doble cabezal tipo "easy load" (Masterflex, mod 77601-

1 O) y tubería de neopreno (Masterflex 06402-82). Este tipo de tubería presenta una 

permeabilidad a oxígeno de 200 ce x cm/cm2 s cm Hg, un diámetro interno de 12.7 mm y un 

flujo de operación máximo de 13 LPM (Cole Parmer, 2000) (Figura 8). Los volúmenes de 

operación utilizados en ambos biorreactores fueron de ca 350 (Racrobio) y 700 mi (Ranncrobio) 

42 



MC1teriales y Métodos 

respectivamente y un volumen muerto en la tubería de ca 50 mi. El esquema del arreglo 

experimental se muestra en la Figura 8. 

- . -

Cada uno de los biorrcactores fue equipado con dos turbinas Rushton (Di/O =0.5) de seis 

paletas planas, la aireación fue mediante burbujeo, sin embargo el tipo de difusor fue diferente 

para cada biorrcactor. En Racrobio se empleó un difusor de punta de 5 orificios de ca. 1 mm de 

diámetro, mientras que Ranacrobio fue aireado con 2 difusores de tipo sinterizado. 

Por medio de la bomba fue posible manipular el flujo en el sistema, dando lugar a la simulación 

de los tiempos de circulación del cultivo (te;). 

137" el 
••• 

R Aerobio R Anncrobio 

-<:--- ~ 

->- ->-
n·... 1 

... ~.=-
'-~----"-"'!!!· 

~ 1 
131· e 1 ~ 1 

D 700 I~ o 500 ~ • • • •• • • 

Figura 8.- Sistema experimental de dos compartimentos. rv,2,1scoO 
~~~~l\.fJE rn~lGENJ 

El disc1io de entradas y salidas por donde se intercambió el medio de cultivo fue mediante la 

adaptación de dos conectores por cada jarra con un espaciamiento de 180° y a una altura de 3 

cm con respecto al fondo del tanque como se muestra en la Figura 9. 

El biorrcactor Racrohio. el cual simuló la zona bien mezclada, se conectó a un sistema de control y 

adquisición de datos. Dicho sistema consiste de una computadora Macintosh 11 VX, la cual 

recibe las señales amplificadas provenientes de los electrodos de TOO y pH vía una tarjeta de 

interfase MacADIOS A/D & DIA. Los valores de los porcentajes de los flujos de gases, la TOO 
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y el pH fueron almacenadas en el disco duro, controlados y mostrados en línea usando un 

programa escrito en Microsoft QuickBasic mediante un algoritmo rctroalimentado de tipo 

proporcional-integral-derivativo (PID) el cual manipula la apertura de los controladores de flujo 

másico para 0 2 y N2 para mantener la TOD en un valor constante. Por otro lado, al biorreactor 

Ranacrohio solo se le burbujeó nitrógeno y solo se adquirió la respuesta del electrodo de TOO, lo 

que dio lugar a la simulación de una zona mal mezclada. El control del pH fue mediante una 

subrutina automática de "prendido/apagado" ejecutada por el amplificador de pH. El valor del 

pH fue ajustado a 7.3 con NaOH 2 N para todos los cultivos. El sistema fue inoculado con 10% 

(v/v) del volumen final. 

.a n [}_l I• • -- .. 
A B 1 1 

~ ~>-
..:::~·· . -_.=-·\--?. 

Figura 9.- Vistas superior A) y lateral B) de los fermentadores. 

Las condiciones de operación de los biorreactorcs fueron: 

Tabla 12.- Parámetros operacionales de los biorreactores en el sistema de 2 compartimentos. 

Biorrcnctor Biorrcactor Parámetro 
---------- ··-· ·------- . _ .. _·---~aerobio ________________ Ra'!1'crobio _____ .. 

Agitación (rpm) 

Aireación (vvm) 
T ("C) 

Gases 

500 600- 750 
constnntcs 

1 
37 

Oxígeno/ Nitrógeno 

variable 
1- 1.5 

37 

Nitrógeno 
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Los tiempos de circulación simulados en el sistema de dos compartimentos, así como también el 

flujo aproximado al cual fue operada la bomba se muestran en la Tabla 13. Estos flujos fueron 

calculados según la ecuación 7. 

Tabla 13.- Tiempos de circulación simulados y flujos de la bomba utlilizados. 

tc;1 F\ujo_ (~/l!lin). 
7 9.43 

20 3.3 
50 1.32 
90 0.73 
180 0.36 

El flujo fue calculado en función del volumen utilizado 

Para mantener los volumenes constantes en cada uno de los biorreactores se adaptaron 

abrazaderas de precisión en la tubería de salida de los biorreactores con la finalidad de regular el 

flujo y así poder establecer los volumenes deseados. 

La adición de antiespumante al medio, fue realizada de forma manual según lo demandaba el 

cultivo. La frecuencia y el volumen en la toma de muestra fue descrita anteriormente, sin 

embargo el muestreo en el sistema de dos compartimentos fue realizado en el compartimento 

aerobio. 

Cultivos Constantes y Recirculados 

Los cultivos a TOO constante {O, 0.2, 1, 5, 1 O y 20 %), fueron realizados en un solo biorreactor 

(Racrohio), el cual se conectó al sistema de control y adquisición de datos con los mismos 

parámetros operacionales tal y como se mostró en la Tabla 12. El volumen de trabajo para estos 

cultivos fue de 500 mi. 

Para el caso de los cultivos recirculados realizados para probar el efecto del estrés 

hidrodinámico generado en los cabezales de las bombas, se adaptó un segmento (ca. 65 cm) de 

tubería que unía los conectores (Figura 9) del biorrcactor Racrobio· De forma tal que el medio de 

cultivo controlado a 20 % TOD, se hacia recircular continuamente al mismo biorreactor después 

f- TESIS GON;] 
r ·7 · .. - t~ v:¡1 'í ¡ J.ALLA D~, C.(.iGE1~ 
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45 



Materiales y Métodos 

de pasar por el cabezal de la bomba. La condición ensayada en este sistema fue la que simularía 

un te; de 5 s, siendo ésta la condición más drástica (flujo 6 L/min) a las que se someterían las 

células. 

Consideraciones matcm:lticas 

Determinación de la velocidad específica de crecimiento, veloCidád espec{flca de consumo de 

glucosa y velocidades específicas de producción. de ácidos orgánicos.· 

Los cálculos que se muestran ch el presente estüdio. se .realizaron utilizando la velocidad 

específica de crecimiento (µ); La µ fue determinada en la fase de crecimiento exponencial, 

donde: 

dXr =( )X 
dt µ T 

Integrando: 

donde X y Xo son la concentración de células totales al tiempo t y al inicio del cultivo, 

respectivamente. La ~l se calculó a través de la regresión lineal obtenida de Ja gráfica de 

ln(X/Xo) contra tiempo. 

Los coeficientes metabólicos de glucosa y ácidos orgánicos se determinaron mediante le 

ecuación: 

c,7. =ti 
1 y 

donde Y es el rendimiento de células totales con respecto al metabolito de interés, y se calculó 

como la pendiente de la regresión lineal (en fase exponencial de crecimiento) entre la 

concentración de células totales y el metabolito "i". 



Resultados y Discusión 

Capítulo 5 Resultados y Discusiones 

Los resultados del presente estudio serán mostrados, comenzando con el análisis de los cultivos 

control a TOO constante. Posteriormente se mostrará la caracterización del sistema de dos 

compartimentos así como la evaluación de una de las limitaciones potenciales de los sistemas de 

dos compartimentos como lo es, los esfuerzos de corte encontrados en los cabezales de la 

bomba y tubcrias de recirculación del medio. Una vez abordados estos puntos, se mostrarán y 

analizarán los resultados del efecto de las oscilaciones sobre las cinéticas de crecimiento, 

producción de proteína rccombinante, y la respuesta metabólica de las células. Finalmente se 

hará una breve descripción del comportamiento peculiar encontrado en nuestro modelo de 

estudio con respecto a ceses transitorios en el consumo de oxígeno 

Cultivos 11 TOD constante. 

Los cultivos a TOD constante se llevaron a cabo con el objetivo de evaluar el comportamiento 

cinético del modelo biológico de estudio en función de la TOO. Tal comportamiento se ajustó a 

un modelo matemático tipo Monod con el que se obtuvo un valor estimado de la constante de 

saturación para TOO (K02). Para estos cultivos a TOO constante, se calcularon diversos 

parámetros cinéticos (rendimientos, velocidades específicas de consumo y producción, etc.) con 

los cuales fue posible establecer la base comparativa contra los cultivos oscilados en el sistema 

de dos compartimentos. Los valores de TOO evaluados fueron: O, 0.2, I, 5, 1 O y 20 % TOD. 

En la Figura 10 se muestra el perfil cinético típico de un cultivo a 20 % TOO. Los resultados 

para cada uno de los cultivos realizados a TOO constantes se encuentran en el anexo 111. En la 

Figura 10-A se presenta el control de oxígeno disuelto y pH. Nótese que, la TOD presentó 

perturbaciones en la etapa exponencial temprana. Este comportamiento se describirá 

posteriormente en la sección de control de la TOO. Para el caso del pH se controló a ca. 7.3, sin 

embargo se observa una pequeña elevación entre las 6 y 7 horas del cultivo. Este 

comportamiento fue muy frecuente en los cultivos restantes (anexo 111) debido a que se trató de 

minimizar la adición de antiespumante al medio dando lugar a una acumulación de una capa de 

espuma en todo el espacio de cabeza del biorreactor, situación que evitaba que la base (NaOH 
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2N) llegara directamente al medio de cultivo. La elevación subsccu.cnte del pH es señal del 
. -

agotamiento de la glucosa así como el consumo de acetato alrededor de lasº9 11oras: 

40 

§ 30 
f-

pH 

~ 20~11 ............... .--..-..~..-.....,_.....,i.J""...-,/ ....... ~ 
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Figura 10 .- Perfil cinético típico de un cultivo a 20 % TOO constante. 
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La Figura 10-B muestra la cinética de crecimiento. La fase lag de los cultivos sin limitaciones 

de TOO f'uc de ca. 2 h, al término de la fase exponencial se alcanzó una concentración celular 

máxima de 3.8 g/L, mientras que la velocidad de crecimiento máxima(µ máx) fue de 0.37 h" 1
• 

En la misma figura se muestra la concentración de glucosa la cual se agota alrededor de la hora 

9 del cultivo. La velocidad especifica de consumo máxima de glucosa estimada fue de ca. 0.85 g 

glucosolg c.:lula h en la fase exponencial del cultivo. 

En lo que respecta a la producción de proteína total y rccombinante las concentraciones 

máximas alcanzados fueron ca. 0.83 mg/ml y 0.32 mg/ml, respectivamente (Figura 10-C). 

Ambos máximos se obtuvieron alrededor de las 9 h, sin embargo la producción de proteína 

recombinante se inicia alrededor de las 6 h de cultivo, momento en el cual la concentración de 

triptofano debió agotarse. Aunque no se realizaron mediciones de triptofano lo anterior se puede 

suponer ya que en el vector empleado, la expresión del gen heterólogo se induce al agotarse el 

triptofano. Después de las 1 O h se notó una ligera disminución de la proteína recombinante 

debido posiblemente a proteólisis intracelular (Shcn, 1984). 

Si consideramos la composición molecular promedio de Escherichia co!i, la proteína ocupa un 

ca. 55 % el peso seco de la misma (Neidhardt et al., 1996), por lo que al comparar los datos en 

la Figura 10-C, se observa que el máximo obtenido de proteína total solo es un ca. 23 % del 

valor de biomasa a las 9 horas del cultivo (Figura 10-B). Esta discrepancia en los porcentajes 

puede atribuirse a la nota referida en la sección de Materiales y Métodos ya que si observamos 

la curva estándar realizada con IgG (ancxol) la ecuación por la cual se correlaciona la 

absorbancia resulta ca. el doble que con BSA, dado lo anterior estos valores de proteína total 

son relativos dependiendo del estándar utilizado. Una ecuación que integra ambas 

concentraciones de proteínas estándar se muestra en el anexo l. De tal fomia, los datos referidos 

a lgG muestran que el % de proteína total fluctuó cntre45 y 50 %, intervalo consistente con el 

comúnmente reportado (Ncidhardt et al., 1996). 

. -·:l 1 1i'V~T~ C10'l\T ~ ! .1:...1............ l'j 
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Los úcidos orgánicos cuantificados (succínico, láctico, fórmico y acético), se muestran en la 

Figura 10-D. Las cuatro especies fueron detectadas en cultivos a 20 % TOO, sin embarg-o la 

especie que se encontró en mayor proporción tal y como muestra la Figura 10-D fue el acético. 

La producción para el resto de los úcidos cuantificados fue prácticamente nula, comportamiento 

que coincide con lo reportado por Bccker et al. ( 1997). El acético encontrado es producto del 

llamado "sobreflujo metabólico" en condiciones no limitantcs de TOO (Xu et al., 1999). Al 

momento del agotamiento de la glucosa (9 h) el ácido acético llega a su máxima concentración 

para después ser consumido por la células. Este comportamiento ha sido descrito anteriormente 

(Xu et al., 1999), aunque a diferencia de otros reportes (O'Beirne y Hamcr, 2000) no existió 

aumento en la concentración de biomasa. 

En la Figura 11 se muestra una cinética típica a 0.2 %, siendo la condición a TOO constante 

más limitante donde existió crecimiento. Entre las diferencias mas relevantes de la cinética a 0.2 

% TOO con la de 20 % TOO (Figura 1 O) se encuentran las siguientes: la fase lag duró ca. 17 h, 

la concentración celular solo alcanzó 1.33 g/L y laµ máxima fue de 0.18 11· 1 (Figura 11-B). En 

cuanto al perfil de glucosa se observa que en la fase lag (O - 17 h) existe una ligera caída de ca. 

2 g/L en la concentración indicativo del estado latente del cultivo y de un consumo de fuente de 

carbono destinado a energía de mantenimiento. La producción de proteína recombinante, como 

se observa en la Figura 11-C fue pnícticamentc nula. En cuanto a la producción de ácidos 

orgánicos (Figura 11-D) fue posible detectar las cuatro especies anteriormente mencionadas en 

cantidades considerables, predominando los ácidos acético y fórmico cuyas concentraciones 

máximas fueron ca. 2.8 g/L. Tal resultado muestra claramente el desvío del flujo metabólico 

como respuesta de la condición de limitación de oxígeno a la que fueron sometidas las células. 

El resto de los cultivos a TOO constante se muestran en el anexo 111. 

Para el cultivo a 0.2 % TOO existió la necesidad de realizar cambios operacionales como por 

ejemplo, el uso de aire en Jugar de 0 2 para mantener el control ele la TOO a un valor. Este 

cambio fue necesario debido a limitaciones del controlador de flujo másico. La agitación fue 

disminuida a 300 rpm para reducir la dispersión de gas. 

50 

TES1SCoi~ \ 
FALLA DE ORIGEN 1 

--·----.. --·· 



Res11/wdos y Disc11sirí11 

4 

3 

2 

1,2 

0,9 

0,6 

0,3 

A 

0-+-~""'-~.i....~.__--'~.....i.~_._~_._~_,_~ ....... ~.i......~L...L.=>i"""-i....t-

0,4 

0,3 

0,2 

0,1 

111 

2 4 

Proteína Total 

Proteína Rccomb. 

D 

6 8 1 o 12 14 16 18 20 22 24 26 

Tiempo (h) 

8 

7,5 

7 

6,5 

6 

7,5 

5 

2,5 

o 

........ !>....... Succínico -l!r-- Láctico ····O···· Fórmico • Acético 
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En Ja Figura 12 se observa Ja dependencia de la velocidad de crecimiento(µ) con respecto a la 

TOD constante. Los puntos mostrados se obtuvieron del promedio de experimentos por 

duplicado, a Jos que se les ajustó un modelo tipo Monod. Del ajuste se o_btuyieron las siguientes 

constantes: µ máx. 0.39 11° 1 y Ko2 1 % TOO. Por analogía con la cinética de Michaelis -Menten 

el valor de ~l máx es aproximadamente al valor deµ cuando el sustrato (en este caso TOD) es 

ca. 1 O Ko2 (Doran 1999). Considerando lo anterior, en la Figura 12 se muestra como a TOD 

menores a 1 O % la µ comienza a ser una fuerte función de la TOD. Un resultado interesante es 

la ausencia de crecimiento en condiciones de anaerobiosis (O % TOD). Por un lado se conoce 

que E. coli es un organismo facultativo capaz de crecer tanto en ambientes aerobios como 

anaerobios, sin embargo, la incapacidad observada para crecer a O % TOD, puede atribuirse a la 

falta de selenio en el medio de cultivo (Lester y De Moss, 1971 ), la ausencia de un aceptar de 

electrones diferente de 0 2, así como una regulación anormal por parte de la proteína FNR 

(Undcn y Bongaertz, 1997). Resultados similares fueron obtenidos por De León (1996) con la 

cepa JM 1O1/pPa102 productora de penicilina acilasa recombinante. 
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Figura 12 .- Efecto de la TOD constante sobre la velocidad específica de crecimiento (µ). Las 
burras indicun el rango de dos experimentos independientes. puntos sin barrn significa que el 
símbolo es mus grande que In burra. 
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La Tabla 14 muestra una comparación de distintos estudios en los cuales se estimaron las 

constantes de Monod para diferentes cepas de E. co/i cuando el oxígeno es el sustrato limitantc. 

Tabla 14. Constantes de Monod típicas para cepas de E. co/i cuando 02 es el sustrato 
limitantc (Adaptada de De León 1996). 

Cepa ~t max (h-1) K02(ppm) Medio de cultivo Referencia 

\V31 IO (pWplA) 0.37 0.058 Glucosa/Sales/Ext.Levadura Este trnbajo 

JM 101 (pPA 102) 0.38 0.043 Glucosa/ Sales De León. (1996) 

TB-l(pUCl9) 0.49 0.038 Luriu Li et al., ( 1992) 

B/r-ATCC 12407 l.(JI 0.013 Glucosa/Snlcs Chen et a/ .. (1985) 

Como se observa en la Tabla 14 la cepa utilizada por Chcn el al. ( 1985) presenta el mayor valor 

de ~t máx , lo cual podría explicarse debido que se trata de una cepa silvestre (wl) cuyo 

crecimiento no está afectado por la presencia de algún plásmido, como lo es en el resto de los 

casos de la tabla. Igualmente, la composición del medio de cultivo puede ser un factor 

determinante de la menor dependencia de 02 reflejado en el bajo valor de K02 

El efecto de la TOO sobre el rendimiento Yxts (g cé1/g glucosa) se presenta en la Figura 13, la cual 

muestra que se alcanza un rendimiento máximo de ca. 0.4. A medida que disminuye la TOO el 

rendimiento se ve fuertemente afectado dadas las restricciones energéticas, tal y como se 

discutirá mas adelante. 

Con respecto al valor máximo alcanzado, Gosset el al. ( 1993), utilizando Ja cepa (W3 I 1 O trp -) 

pero con un plásmido diferente, obtienen un Y xts de ca. 0.21 g cé1/g glucosa· Esta diferencia puede 

estar determinada por un número de factores adicionales tales como medio y condiciones de 

cultivo. Por ejemplo, Da Silva y Bailey ( 1986) estimaron que los rendimientos teóricos 

múximos para E .co/i rccombinantc eran de 0.42 g c1nlg glucos:i y 0.64 g cé1/g glucosa para proteínas 

secretadas al medio de cultivo y retenidas intracelularmcnte, respectivamente. La diferencia en 

rendimientos se debe al costo energético del transporte de la proteína. Cabe señalar que para 

obtener dichos valores los autores establecieron una serie de suposiciones que no 
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necesariamente se ajustan para nuestro caso, ya que el rendimiento es un parámetro 

cstcquiométrico dependiente de la cepa, tal y como la mayoría de los parámetros cinéticos. 
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Figura 13 .- Electo de la TOO constante sobre el rendimiento celular (Yxts ). Las barras indican el 
rango de dos experimentos independientes, puntos sin barra significa que el símbolo es mas grande 
que la barra. 

Como se mencionó en el capítulo 2, el metabolismo de Escherichia coli se encuentra 

fuertemente regulado por el oxígeno disuelto presente en el medio, en especial los complejos 

enzimáticos regulados transcripcionalmente responsables de la direccionalidad del flujo de 

carbono en la vía glicolítica. Dicha regulación se puede interpretar en términos energéticos. En 

la Figura 14-A se muestra el consumo específico de glucosa (q,) en la fase exponencial. En 

condiciones no limitantes de oxígeno disuelto mayores a 5 % TOO, el (q.) se mantiene 

constante alrededor de 1 g glucos:/g célu1a·h, no obstante a medida que se hace mas restrictiva la 

disponibilidad de oxígeno, el consumo aumenta hasta un valor máximo de ca. 1.6. g glucosalg 

cé1u1:1·h. El aumento del q, se debe a la diferencia entre los rendimientos energéticos, tal y como 

se mostró en la ecuación para la oxidación completa de glucosa que produce 38 A TP /mol, 

mientras que en fermentación solo se producen 4 ATP/mol. El valor máximo obtenido en estos 

cultivos, se encuentra dentro de los valores calculados por Lin et al. (2000), quien reportó un 

máximo de ca. 1.86 g glucusalg céluJa·h para la cepa W3 I 1 O. 
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En la Figura 14-B se muestra la velocidad específica de producción de los ácidos orgánicos 

antcriormei1te mencionados. En términos generales en la Figura 14-B se muestra la baja 

eficiencia en la utilización de la fuente de carbono desde el punto de vista de un bioproceso para 

la región de TOD menor a 5 % debido a que es en esta región donde los perfiles de las 

velocidades específicas de producción aumentan conforme disminuye la TOD. Además que la 

presencia de estos ácidos no es deseada dado los efectos fisiológicos que causan a la célula. 

La aparición de estos ácidos es el resultado de la respuesta metabólica por parte de la célula ante 

las limitaciones de TOD impuestas. 
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A valores de TOO no limitantcs la velocidad de producción especílica de ácidos (q ácidos g ñcidolg 

céluia-h) láctico, succínico y fórmico es prácticamente nula dado que la célula no tiene la 

necesidad de generar equivalentes reductores y energía por vías alternas que no sea por vía 

glicolítica y cadena respiratoria. Sin embargo, en condiciones limitantes de TOO y dada la 

regulación impuesta por el regulador transcripcional ArcA (Figura 2), la activación de enzimas 

como la piruvato formato-liasa (pjl) se hace evidente llegando a tener una q fórmico de ca. 0.5 g 

úcido/g célu1a-h. El perfil obtenido para la producción de fórmico es muy similar al reportado por 

Bccker et al. ( 1997) quienes compararon los valores de pOo.s para la expresión del gen pfl a 5 

mbar (9.2 % TOO) y la síntesis de formato a 1 mbar / 1.8 % TOD (T11bla 3), encontrando que el 

valor de la p00.5 para la expresión de la piruvato formato-liasa supera en un factor de 5, la pOo.s 

para la formación del fórmico. Es decir, existe expresión del gen mucho antes de que la 

actividad de la enzima sea máxima o en su caso el valor medio (p00.5). En nuestro caso el valor 

estimado de pOo.s obtenido a partir de un ajuste de tipo hipérbola inversa a los datos de la 

concentración de fórmico, fue de ca. 1.7 % TOD. La discrepancia anterior puede explicarse 

debido a que la enzima requiere una modificación postraduccional y su activación e inactivación 

está directamente relacionada por la presencia del oxígeno (Knappe et al., 1984). Dado lo 

anterior, podemos sugerir que en nuestro caso también existió expresión de la enzima piruvato 

formato-liasa antes de que su actividad haya sido máxima. 

La producción de acético sigue una tendencia de incremento a medida que disminuye el TOO. 

A niveles de 20 % TOD, la generación de este metabolito se debe al "sobrellujo metabólico" 

(Figura 2), es decir la velocidad con la que se incorpora la glucosa a la vía excede la capacidad 

oxidativa del TCA dando lugar a que el acetil-CoA producido por la piruvato deshidrogenasa 

sea convertido a acético. Sin embargo, en condiciones anaerobias, Are es represor 

transcripcional de la piruvato deshidrogenasa (pdh), mientras que FNR es activador de la 

piruvato formato-liasa (pjl) resultando en la formación de fórmico así como también de acético, 

reacciones dentro de la llamada "fermentación ácido-mixta". Como se mencionó anteriormente, 

la enzima piruvato formato-liasa presentó una p00.5 de ca. 1. 7 % TOO por lo que se puede 

suponer que si la generación de acético por esta vía es dependiente de dicha enzima y no existe 

producción de fórmico a valores de TOO por arriba de 5 % (Figura 14-B) el acético presente en 

este rango es generado exclusivamente por el "sobrellujo metabólico". 
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El lactato puede llegar a ser un producto terminal alternativo importante en mutantes que son 

severamente alteradas en la respiración aerobia. Tal fue el caso de la mutante en (ubiA) al crecer 

acróbicamcntc (Bccker et al. 1996). UbiA es una quinona In cual es esencial en el crecimiento 

aerobio. Esta mutante, al crecer aeróbicamentc produjo grandes cantidades de lactato a partir de 

glucosa, el acetato y C02 fueron productos minoritarios. Pareciera ser que la oxidación de 

piruvato es fuertemente reducida y que la mutante tiende a crecer por fermentación láctica, sin 

embargo esto no ocurrió en nuestro caso ya que la producción de este mctabolito fue nula 

excepto a 1 % de TOO. 

En la Figura 15-A se muestra la concentración de proteína recombinantc la cual alcanzó un 

máximo de ca. 0.32 mg/ml a 20 % de TOO, a valores de TOO menores a 10% la concentración 

disminuye severamente a diferencia del rendimiento proteína recombinante con respecto a 

biomasa Y Pr/s (g l'pro1. rccl g célula) (Figura 15-B) resultó de igual forma ser fuertemente 

dependiente de la TOO. Los datos se ajustaron accptablemente a un perfil de tipo hiperbólico. 

El valor máximo alcanzado fue de ca. 0.09 g prot. rccl g célula en condiciones no limitantes de 

oxígeno (20 % TOO) y a medida que la TOO disminuye hasta ca. 5 % TOO este parámetro solo 

se redujo un 20 %. El efecto mas dnístico se observó por debajo de 5 % de TOO, llegando a O g 

prot. rcc/ g célula a O% TOO. 

La Figura 15-B indica que el efecto observado en el rendimiento de proteína recombinante con 

respecto a biomasa fue debido a la TOO. Sin embargo es necesario seftalar que en la reducción 

de la concentración de proteína rccombinante (Figura 15-A) con respecto a la TOO, la 

concentración de triptofano en el medio juega un papel fundamental en la expresión de proteína 

recombinantc. Dado lo anterior podemos sugerir que esta disminución en la concentración de 

proteína rccombinante pudo haber sido el resultado de 2 situaciones: a) que la TOO haya 

ejercido efecto únicamente sobre la concentración celular y que dicha concentración nó haya 

agotado o consumido completamente el triptofano en el medio, ya que esta molécula actúa 

como represor de la expresión y/o b) que haya sido un problema de expresión por célula como 

tal, suponiendo que los niveles de triptofano en todas las condiciones evaluadas permitían la 

expresión de la proteína recombinante. Este problema en la reducción de expresión y/o 

concentración celular, pudo haber sido debido a los efectos fisiológicos causados por los ácidos 
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orgánicos presentes en el medio en condiciones limitantes de TOD constantes, tal y como lo 

demostraron Luli y Strohl ( 1990), al observar inhibición de crecimiento por acetato a 

concentraciones tan .bajas como .30.mg/L, .así comotmnbié11_tmarecit1cción en .1.a_pr2g1Jctiyidad 

de proteína recombinante. 
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Figura 15 .- Efecto del TOD constante sobre la concentración (A) y el rendimiento de proteína 
recombinante (Yl'r/x) (B). Las barras indican el rango de dos experimentos independientes, 
puntos sin barra significa que el símbolo es mas grande que la barra. 

Estos resultados contrastan con lo obtenido por De León ( 1996), el cual encuentra que en 

condiciones limitantes de oxígeno (0.2 % TOD) la actividad especifica de la enzima 

rccombinante penicilino acilasa fue máxima (ca. 0.165 U/rng0 c1) mientras que en condiciones no 

limitan tes (> 5 % TOD) la actividad se reduce un 80%. Por su parte Unutmaz et al. ( 1997) 
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usando la cepa JM 109/M l 90A productora de una proteasa a.-litica. observaron un incremento de 

50 a 750 U/L al reducir 1aºT6D de valores ni~1yórcs a 30 %a valores cercanos a o% en cultivos 

por lote. -

Una explicación mas general de la reducción en la producción de la proteína recolllbinante recae 

en argumentos de energética. Como se observa en la Figura 15, a TOO menor a 5 % el 

rendimiento de proteína recombinante cae drásticamente, rango de TOO que coincide con el 

inicio de la actividad de la piruvato formato-liasa (pjl), en otras palabras es un periodo en donde 

existe un sustitución coordinada entre las enzimas de la respiración aerobia y anaerobia e 

incluso de la fermentación. Bajo tal situación la célula necesita generar poder reductor y en su 

caso otro aceptor de electrones con el cual genere energía que utilizará para sus funciones. Dada 

la baja eficiencia energética de las rutas empleadas a TOO menor a 5%, la célula utilizará 

preferencialmente el ATP formado para funciones esenciales sobre aquellas que representen una 

carga genética extra. 

TOD OSCILANTE 

Curncterizución del simulador de dos compartimentos. 

El diseño del sistema de dos compartimentos se realizó con el objetivo de poder simular 

tiempos de circulación cortos (te;) ~ 5 s. A continuación se discutirán algunos de lós detalles 

que fueron fundamentales para el diseño del sistema. 

Tal y como muestra la (ecuación 7) el te; es función del volumen y el .flujo, por lo que los 

volúmenes de 350 y 700 mi fueron seleccionados con base a la capacidad máxima de la bomba 

disponible ( 13 L/min) para obtener un te¡ de 5 s. La relación de los volúmenes de los 

biorreactores aerobio y anaerobio (V Aerobio/Y Anaerobio) fue mantenida constante en todos los 

experimentos en un valor de ca. 0.52. Oosterhuis y Kossen ( 1985) utilizaron relaciones de 

Y Aerobio/Y Anaerobio desde 0.14 hasta 0.43, mientras que Amanullah et al. ( 1993) emplearon dos 

valores (0.25 y 0.43). 

59 



Res11/1ados yDisc11sió11 

Los biorreactorcs se conectaron por medio de una tubería de neopreno, dicho material fue 

seleccionado debido a que en experimentos preliminares se observó una alta transferencia de 

oxígeno por la tubería de silicón, lo que dificultaba eliminar el 02 del Ranacrobio· Eidiseño de las 

entradas y salidas de cada biorrcactor (Figura 9) tuvo la finalidad de reducir el volumen muerto 

del sistema. Con respecto a los difusores utilizados en los biorrcactores su elección fue para 

aumentar el k1.a de desorción en el compartimento burbujeado con nitrógeno (RanacrobioJ· Con el 

difusor sinterizado se obtenían burbujas de diámetro menor que con el difusor de punta usado en 

el Racrobio. lo que resultaba en un incremento del área interfacial y por ende un aumento de la 

respuesta dinámica del sistema. 

La caracterización del sistema consistió en determinar el gradiente máximo que se podía 

alcanzar al recircular el medio de cultivo. Inicialmente dicha evaluación se efectuó con agua 

como medio modelo. Como se resumió en la (Tabla 12) la agitación utilizada en el Raerobio. fue 

mantenida constante a 500 rpm, en cambio la del Ranncrobio se manipuló en un intervalo desde 

500 a 900 rpm. 

La Figura 16 muestra los perfiles generados de TOD en cada uno de los biorreactores agitados, 

usando 700 rpm en Ranacrobio, dicha agitación fue seleccionada como un promedio para los 

experimentos con recirculación. Esta agitación, permitió encontrar un equilibrio entre la 

cantidad de espuma formada en el Ranacrobio y una desorción aceptable del oxígeno. Para el caso 

de la simulación de un te; de 50 s, se alcanzó un gradiente final de ca. 9 % TOO mientras que 

para los te¡ de 20 y 5 s los gradientes fueron de ca. 7 y 5.3 % TOO respectivamente. Los 

resultados obtenidos establecen una clara tendencia, a medida que se disminuye el te; simulado, 

el gradiente obtenido se reduce. Perfiles similares fueron obtenidos a 500 y 900 rpm los cuales 

se presentan en el anexo IV. Estos resultados sugerían que el uso de este sistema probablemente 

no sería óptimo para simular te; tan cortos como 5 s, ya que el gradiente obtenido era muy 

pequeño. Por lo que, se decidió probar el sistema con células esperando que el consumo de 

oxígeno en el R.111acrohio ayudara a la desorción del oxígeno. Es interesante que los perfiles de 

ambos biorrcactorcs (aerobio y anaerobio) para las distintas condiciones sean paralelos lo que 

indica una fuerte interdependencia entre ambos. 
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Figuru 16 .- Caracterización del sistema de 2 compartimentos utilizand.0 agua y agitación de 
500 rpm en RacrobioY 700 rpm en Ranacrobio· 

En la Figurn 17 se muestra el perfil obtenido al intentar simular un te; de 7 s en un cultivo. 

Desde el inicio de la cinética el sistema se equilibró y permaneció de la misma forma a lo largo 

de todo el cultivo dada la alta velocidad de recirculación. Nótese que existen partes en la gráfica 

en donde el valor de TOO es mayor en el Ranacrobio al que se le burbujeó N2, que el Racrobio al que 

se le suministraba oxígeno. Esto se debe a que la dinámica del bombeo supera el tiempo del 

mecanismo de transferencia, así como el tiempo de respuesta de los electrodos de TOD. Aunado 

a esto, existieron problemas operacionales para controlar los volúmenes constantes en cada 

biorreactor. 
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Figura 17 .- Perfil de TOD obtenido al simular un te; de 7 s en un cultivo. 
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En la Figura 18 se muestra un perfil típico de un cultivo oscilado a te; de 20 s en el cual se 

observa eLgradiente máximo alcanzable en dos situaciones diferen1es. 
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Figura 18 .- Per111 de TOD en un cultivo oscilado a un te; de 20 s. 

Al inicio del cultivo el setpoint del Racrobio fue fijado a 20% de TOD mientras que el Rnnncrobio 

solo se burbujeó N2, al término de la primera hora del cultivo el sistema llega a un estado 

"estacionario" con respecto al TOD observándose un gradiente de ca. 9 % TOD. Sin embargo, 

al cambiar el setpoint en Raerobio a 1 O% TOD, nuevamente se obtuvo el mismo gradiente aunque 

ahora, Ranacrobio se encontraba en la zona deseada de limitación de oxígeno. Este resultado 

demuestra claramente la utilidad del sistema diseñado para ciertas condiciones operativas 

particulares. 

Resistencia al estrés hidrodinámico 

La siguiente etapa fue determinar si el estrés hidrodinámico generado por la recirculación a 

través de los cabezales de la bomba era perjudicial para el modelo biológico. Los cultivos 

recirculados se hicieron por duplicado, tal y como se describió en el capitulo 4, el tiempo de 
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circulación (te;) simulado fue de 5 s, siendo este tiempo el menor te¡ propuesto inicialmente y 

por consiguiente el mayor estrés hidrodinámico al que estarían sometidas las células. Dado el 

volumen utilizado y de acuerdo a la ecunción 7, la velocidad c)eJe.cirf!_ulaciém (F)fuede 6 

Llmin. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 15. 

Tnbla 15. Comparación entre cultivos control y recirculados. 

~l "'ª' Biomasa max• Yx1s Prot; Rcc. 
Cultivo 

(li"I) ( g/ L) (g ccé/ g gluc) (mg/1111) 

Control 0.37 ±o.os 3.65 ± 0.t5 0.37 ± 0.05 0.30 ± 0.2 
20%TOD 

Recirculado 20% 0.37 ± 0.06 3.7 ± 0.02 0.36 ± 0.02 0.285 ±o.os 
TOO 

Las datos mostrados son el promedio de dos experimentos y± el intervalo definido por Jos valores 
experimentales. 

Como se muestra en la Tabla 15 no existieron diferencias evidentes entre ambos cultivos en 

cuanto a los parámetros macroscópicos calculados como la velocidad específica de crecimiento, 

concentración de biomasa, proteína recombinante y rendimiento de células sobre glucosa. Sin 

embargo, tal y como se observa en la Figurn 19, la viabilidad del cultivo disminuyó al inocular 

el reactor y comenzar la recirculación de ca. 6x 109 UFC/ml (tiempo = -1, en la Figura 19-A) 

alcanzando un mínimo de ca. 4.5x 106 UFC/rnl. Esto concuerda con una ligera pendiente 

negativa del porcentaje de oxígeno en las 3 primeras horas del cultivo (Figura 19-B) este 

comportamiento fue similar en el duplicado del experimento. Para el caso de cultivos sin 

recircular, en la fase lag el porcentaje de oxígeno se mantiene constante y no muestra una caída,. 

por lo que puede inferirse que el número de células no se vió afectado. A pesar de esta pérdida 

en la viabilidad en el cultivo, las células tienen la capacidad de adaptarse a tal am.biente 

llegando a un máximo de ca. 1.2x 10 12 UFC/ml y, mas importanternente, generando la rnisma 

biomasa y expresando la misma cantidad de proteína recombinante comparada ccm los cultivos 

a 20 % TOD constates (Tabla 13). 

Es importante señalar que los cálculos para la velocidad específica de crecimiento se realizaron 

considerando las células totales, por lo que, aunque la viabilidad disminuyó al inicio en el 
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cultivo recirculado, su µ fue la misma en fase exponencial una vez que las células se adaptaron 

a dicha condición de estrés. 
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Figura 19 .- Monitoreo de la viabilidad y del porcentaje de oxígeno en un cultivo recirculado a 
20 % TOD constante. UrC/ml (A) y% de apertura de la válvula de oxígeno (8). 

Los resultados obtenidos mostraron que el efecto de tal estrés fue riulo en cuanto ·a los 

parámetros macroscópicos calculados, datos que concuerdan con lo reportado .por Qoronfleh, 

( 1999) para una cepa de E. coli recombinante. Dicho autor demostró que· el· aumento del 

rendimiento de proteína recombinante (p24Gag derivada de HIY-1) fue debido a un efecto 

directo del oxígeno disuelto y no a un estrés hidrodinámico con respecto a cultivos realizados a 

una mayor agitación, tal afirmación la sustentó al realizar un cultivo en el que controló la TOO 

burbujeando aire enriquecido con oxígeno, en lugar de agitación. Lo anterior contrasta con los 

datos publicados por Langc et. al., (2001) el cual nunca recuperó la viabilidad perdida en una 

cepa silvestre (wt) de E. coli, al someterla a estrés hidrodinámico. Tal estrés fue generado 

haciendo pasar las células a través de varios capilares de diferentes diámetros, donde la 

intensidad máxima del esfuerzo de corte fue generada por el flujo del fluido como una función 

\
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radial. La conclusión interesante fue que E.co/i resultó mas susceptible que Saccharomyces 

cerevisiae ante el estrés, debido a que la capa de peptidoglicano(ca.2x 10"9m) es menor que la 

de pared de la levadura compuesta de glucano y manano. 

Los resultados obtenidos en el presente estudio son una evidencia mas de que la susceptibilidad 

de una cepa recombinante, en este caso E. coli W3 l l O/p Wp/A en condiciones de estrés 

hidrodinámico, no pierde la capacidad de sintetizar la proteína híbrida aún cuando la viabilidad 

en un inicio se ve disminuida. 

Cultivos a TOD oscilante 

A partir de la caracterización del sistema, se estableció que el valor del selpoinl para el 

biorreactor que simularía la zona bien aireada debería ser 10% de TOO, y según la 

caracterización a TOO constante (Figura 12) se estaría dentro de una zona no limitante para el 

crecimiento. Dado lo anterior se realizaron cultivos simulando un te¡ de 20, 50, 90 y 180 s, los 

cuales se realizaron por duplicado. Las condiciones de cultivo restantes (pl-1, medio de cultivo, 

temperatura, etc) fueron las mismas que en los cultivos a TOO constante. 

Los perliles de TOD para cada biorreactor en los cultivos oscilados a 20, 50, 90 y 180 s, se 

muestran en la Figuru 20. Tal y como se observó en la caracterización con agua, el gradiente 

obtenido se reduce conforme disminuye el tc¡. Los gradientes promedio se calcularon a partir 

del gradiente puntual entre los birrcactorcs a lo largo de la cinética y los valores obtenidos 

rucron 5.8, 9.8, 8.0 y 12.3 % TOD para los cultivos presentados en la Figura 20. A su vez el 

control de TOD alcanzado en Rncmbio se mejora al aumentar el te¡ ya que la dinámica del sistema 

es menor. Es importante resaltar que el presente trabajo es el único hasta la fecha que reporta los 

perfiles de TOD generados para cada uno de sus componentes en un sistema de dos 

compartimentos. Esto permite establecer los intervalos de tolerancia del modelo con respecto a 

In función objetivo evaluada. 
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Figura 20 .- Perfiles de TOD en cultivos oscilados a te¡ de 20 (A), 50 (B), 90 (C) y 180 s (D). 
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Las perturbaciones en los perfiles pueden atribuirse a varias situaciones. Fue un reto mantener 

los volúmenes constantes de cada biorreactor ya que en ocasiones la succión/descarga de la 

bomba se desequilibraba, dando lugar a alteraciones en los volúmenes. Otra complicación 

fueron los pulsos de anticspumantc y por último los ceses transitorios en la respiración que se 

describirán posteriormente. Otra diferencia con respecto a los diversos te; ensayados, es el 

tiempo de duración de la cinética. A te¡ de 20 y 50 s, el tiempo de cultivo fue de ca.11 h 

mientras que para te; de 90 y 180 s fue de 14 h. Esto es debido a que al aumentar el te;, el 

periodo de adaptación (fase lag) se incrementó. 

Los perfiles cinéticos para cultivos oscilados a te; de 20 y 180 s se muestran en las Figuras 21 y 

22. Estas dos cinéticas se eligieron ya que fueron las condiciones extremas evaluadas e ilustran 

el comportamiento típico de los cultivos recirculados, además que se pueden apreciar 

diferencias importantes en los parámetros cinéticos, las cuales se discutirán mas adelante. El 

resto de los perfiles cinéticos para los cultivos oscilados se encuentran en el anexo V. En ambas 

figuras se observan los perfiles de TOO anteriormente discutidos y el control de pH, cuyo valor 

se mantuvo constante a lo largo del cultivo hasta el agotamiento de la glucosa, cuando 

incrementa constantemente en la mayoría de los casos. 

Con respecto al crecimiento, se observa que para un te; de 20 s, se alcanza una concentración 

celular máxima de 3.5 g/L (Figura 21-B) en cambio para el cultivo de 180 s solo se alcanzó 2.1 

g/L (Figura 22-B). Las velocidades de crecimiento para cada uno de los cultivos fueron 0.35 y 

0.27 1i·1 respectivamente. Es importante señalar que en el cultivo a te; de 180 s el muestreo se 

realizó en ambos biorreactores y la cuantificación de biomasa, glucosa y ácidos fue la misma en 

cada punto de la cinética. Por tal razón se decidió solo muestrear en uno de los reactores 

(Racrobio). En el panel C de ambas figuras se muestra la concentración de proteína total y 

recombinantc, se puede notar que en la condición mas severa ( 180 s), la concentración de 

proteína recombinante se reduce un 93%, mientras que a un te¡ d_e 20 s solo es un 25% menor 

con respecto al cultivo control ( 1 O% TOO constante). Este comportamiento se discutirá mas a 

adelante. 
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69 



Resulwdos y Disc11sití11 

La producción de ácidos orgánicos para cada cultivo se muestra en el panel D de las Figuras 21 

y 22. El ácido ácctico es el principal mctabolito en ambos cultivos, y su perfil resultó estar 

asociado al crecimiento. En el cultivo a te; de 20 s se alcanza una concentración máxima de este 

subproducto de ca. 3.5 g/L (Figura 21-D), en cambio el máximo para el cultivo a te¡ de 180 s 

fue de ca. 4 g/L (Figura 22-D). En los cultivos control a 10% TOO, la concentración 

volumétrica máxima obtenida de ácido acético fue de ca. 2.7 g/L. A 10 % de TOO se considera 

que el oxígeno no es limitantc para el crecimiento y que el ácido acético producido se ~cbió al 

"sobrcflujo metabólico". 

Por lo tanto, el ácido acético formado por arriba de 2.7 g/L en los cultivos oscilados se debe al 

transito de las células por el compartimento anaerobio, lo que da lugar al desvío metabólico 

hacia la fermentación ácido-mixta. Para el caso de los ácidos láctico y fórmico, se alcanzaron 

valores de ca. 1 g/L para el cultivo de 180 s mientras que para el de te; de 20 s la concentración 

solo alcanzó ca. 0.5 g/L. Los cultivos restantes se muestran en el anexo V. 

En la Figura 23 se resumen los resultados del efecto del te¡ sobre la velocidad de crecimiento 

(µ) y el rendimiento celular (Y,,.). Como se observa, conforme aumenta el te¡ la velocidad 

específica de crecimiento disminuye hasta en un 30 % en la condición mas critica (180 s) con 

respecto a los cultivos control. Amanullah et al. ( 1992) encontraron una tendencia similar con 

Bacillus subtilis, sin embargo en el intervalo de te; estudiado por ellos, de O a 30 s, la µ 

disminuyó drásticamente en un ca. 40 %, mientras que en su condición más crítica (te; de 300 s) 

se reduce hasta un 55 %. Tales resultados los obtuvieron utilizando la relación de 

V Aerobio/V Anaerobio de 0.43. Al cambiar la relación de V Aerobio/V Anaerobio a 0.25 el efecto se 

incrementa hasta un 70%. Un resultado que contrasta con lo anterior es el obtenido por De León 

( 1996) en un cultivo de un compartimento con periodo de 400 s, eje de 7 % TOO y amplitud de 

ca. 7 % TOD. Nótese que el valor de 7 % TOD, es muy similar al gradiente promedio utilizado 

en este trabajo. De León ( 1996) encontró que el comportamiento de sus cultivos oscilados fue 

muy similar al cultivo control (constante) cuando el eje de oscilación era el valor del cultivo 

constante, es decir no existió efecto alguno ya que la velocidad de crecimiento de la E. coli 

recombinante empicada y su rendimiento celular fueron muy similares. 
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El rendimiento celular se muestra en la Figura 23-B, este parámetro mostró una fuerte 

dependencia con respecto al te;. A te; de 20 s existe una reducción de casi 20%, mientras que 

para te; de 90 s, que fue la cond_icic)[l. d_e ll}ªy_or ir11pa~to, s~ aproxh11ó _ha~ta yn ?O % de 

reducción con respecto a los cultivos control. Para el te; de 180 s la tendencia no mostró cambio 

comparado con el te; de 90 s. 

Si bien el efecto observado deLtc;.sobre la µ no fue tan grave, aún en la condición mas crítica 

evaluada ( 180 s), el efecto sobre el Y.X.Is sí lo fue; 
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Figuru 23 .- Efecto del te; sobre la velocidad específica de crecimiento ÜL) y rendimiento 
celular ( Y x1s). Las barras indican el rango de dos experimentos independientes, puntos sin barra 
significa que el símbolo es mas grande que la barra. 
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El efecto del te; sobre la concentración celular máxima se muestra en la Figura 24. En el cultivo 

control a JO % TOO (te; de O s) se produjeron ca. 3. 7 g/L, a te¡ de 20 s la concentración solo se 

redujo un 5 %, sin embargo conforme se aumenta el tiempode circ.u.laciónhasta 90 s, la pérdida 

en la concentración celular presenta una caída constante disminuyendo hasta ca. 40 %. Si bien 

hasta te; de 90 s se observó un efecto importante sobre la concentración, para el cultivo a le; de 

180 s siendo la condición con mayor tiempo en una condición limitante evaluada, la biomasa 

máxima producida fue muy similar a la obtenida en le; de 90.s .. 
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Figura 24 .- Efecto del te¡ sobre la concentración celular máxima. Las barras indican el rango de dos 
experimentos independientes, puntos sin barra significa que el sfrnbolo es mas grande que la barra. 

En la Figura 25-A se muestra el consumo específico de glucosa (qs) en los cultivo oscilados. 

Tal y como se observa, este parámetro mostró un aumento constante desde Os de te; hasta 50 s. 

A te; de 90 s existió un aumento importante en el q,, donde alcanzó un máximo de ca. 2.66 g 

glucos./g célula h, sin embargo en te; de 180 s, este parámetro disminuyó hasta 1.86 g slucosalg célula h. 

El valor máximo obtenido de 2.66 g glucos:/g célula h se encuentra entre el rango para q. de 2. 7 

-4.4 g glucosalg célula h reportado por Xu et al. ( 1999) y Ch en et al. ( 1997) en condiciones 

limitantes de oxígeno en un reactor tipo flujo-pistón. Dicho valor rompe la tendencia lógica en 

el comportamiento del q,, ya que se obtuvo un valor mayor de q. a le; de 90 s que a te; de 180 s, 
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siendo este último, la condición mas severa a la que se estarían expuestas las células y por ende 

se esperaría ün mayor costo energético reflejado en el valor del q,, además de que como se 

observó en la Figura 24, la concentración celular máxima fue muy similar a te; de 90 y 180 s. 

Dado lo anterior, el valor del q, a te; de 180 s se hubiera esperado mayor ó por lo menos un 

valor igual a los datos de te; inmediatamente menores (te; 90 s). 
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Figura 25 .- Efecto del te; sobre el consumo específico de glucosa (A) y la velocidad específica 
de producción de ácidos orgánicos (B). Las barras indican el rungo de dos experimentos 
independientes, puntos sin barra significa que el símbolo es mas grande que In barra. 

Otro característica interesante en el comportamiento descrito para q,, es que según los datos 

mostrados en la Figura 14-A, en los cultivos mantenidos a una TOO constante de 0.2 %, la q5 

máxima obtenida fue de l. 7 g glucosalg célula h. Este valor de q5 considera que el 100 % de la 
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población celular fue mantenida a 0.2 %, mientras que a te;. de 90 s la población esta cambiando 

continuamente de condición ambiental. Por tal razón, resulta dif1cil explicar el valor de q5 

obtenido a le; de 90 s. 

La Figuru 25-B muestra las velocidades específicas de producción de ácidos orgánicos. Las 

velocidades calculadas para el succínico, fórmico y láctico hasta te; de 50 s, son. muy bajas 

(menores a 0.1 g ñcido/g célula h), no obstante existe un incremento notable a te¡ de 90 s para el 

succínico y el fórmico alrededor de 0.4 g ácidolg célula h, posterionnente a te; de l 80s la velocidad 

de estos dos úcidos fue prácticamente constante. Para el caso del láctico el incremento a te; de 

90 s fue mas importante, alcanzando una velocidad de producción de 0.97 g lácticolg célula h casi 8 

veces mas que a te; de 50 s, sin embargo a te; de 180 s la velocidad cayó drásticamente a 0.27 g 

1,1c1ic1/g célula h. La velocidad específica de producción de ácido acético presentó una tendencia 

muy similar a la observada al q., nótese una pendiente de aumento constante conforme se 

aumentaba el te;, alcanzado un máximo de ca.! g áccticolg célula h a te; de 90 s. Una caída similar al 

C]s a te; de 180 s fue observado para el acético. 

Una posible hipótesis para explicar la formación del ácido láctico se menciono en la discusión 

para los cultivos constantes, en la cual se señaló que dicho metabolito puede llegar a ser un 

producto terminal alternativo importante en mutantes que son severamente alteradas en la 

respiración aerobia (Becker et al., 1999). Tal fue el caso de la mutante en (ubiA) al crecer 

aeróbicamente, produjo grandes cantidades de lactato a partir de glucosa, mientras que acetato y 

C02 fueron productos minoritarios. Además de que una forma de regenerar el poder reductor en 

condiciones limitantes de oxígeno, recae en la enzima LDH- lactato deshidrogenasa dependiente 

de NAD+, lo que supone un gasto energético extra, reflejado como un aumento en el q •. 

Un análisis acoplado entre la velocidad especifica de consumo de glucosa y las velocidades 

cspccílicas de producción de ácidos orgánicos podría explicar el valor calculado para el q5 a te; 

de 90 s. Si observamos la Figura 25-A el valor de 2.66 g glucosalg célula h podría justificarse por el 

incremento en la velocidad de producción de los ácidos, especialmente por el súbito aumento en 

la velocidad de producción del ácido láctico (Figura 25-B). 
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Otra hipótesis que surge para poder explicar el incremento en el q., esta basada en la 

caracterización realizada por Xu et al. ( 1999) en la cual evaluaron la respuesta dinámica de las 

células sometidas a limitaciones de TOO, encontraron que ca. 54 s son necesarios para que la_ 

célula responda ante la condición de TOO impuesta, así mismo en 27 s la cantidad de mRNA de 

pfl se incrementa de 2 a 3 veces (Schweder et al., 1999). Entiéndase como respuesta, el tiempo 

en el que es posible detectar el metabolito(s), en este caso el fórmico. Es decir, es el tiempo en 

el que la célula lleva a cabo todo el proceso de reconocimiento de las condiciones ambientales y 

"sintetiza" la enzima piruvato formato-Iiasa o la activa ya que dicha enzima aun en condiciones 

aerobias se encuentra en niveles basales de forma inactiva, (Neidhardt et al., 1996). Este 

proceso de "síntesis-activación" podría incluir el mecanismo de un plegamiento adecuado así 

como la modificación postraduccional requerida de la enzima para ser activa (Knappe et al., 

1984). 

Comparando el tiempo característico de respuesta (54 s) con el valor de los te¡ evaluados, se 

observa que precisamente el te¡ de 90 s (equivalente a que la población celular en promedio 

permanece 45 s en el compartimento mal aireado) es muy similar al tiempo característico de 

respuesta de las células. Por lo que, si consideramos una fracción de la población celular que 

entra al Rnnacrobia. 45 s son suficientes para comenzar el proceso de síntesis de la enzima, sin 

embargo dicho proceso puede verse truncado debido a que esa fracción de células regresa al 

Racrobio en un tiempo menor al que puede completarse el procesamiento. Dado Jo anterior dichas 

perturbaciones continuas pudieron contribuir a un gasto energético extra. 

Uno de los principales resultados del estudio, fue dar respuesta a la interrogante planteada en la 

hipótesis al inicio del proyecto. Las condiciones fluctuantes de TOO encontradas en biorrectores 

a gran escala y simuladas en un sistema de dos compartimentos ¿afectarán la productividad de 

Trp-LE-proinsulina en E. coli recombinante? 

La Figura 26 muestra el efecto que tiene el te¡ sobre la concentración de proteína (A) y el 

rendimiento (Y rrtx) (B). Como puede observarse, tanto la concentración como rendimiento de 

proteína recombinante se vieron fuertemente afectados a medida que se aumentó el te¡. Al 

menor te¡ evaluado (20 s), el rendimiento disminuyó un 20 % con respecto al control, mientras 
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que al mayor te; ( 180 s) la disminución llegó a ser del 90 %. La proteína mostró un perfil muy 

similar. 
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Figura 26 .- Efecto del te; sobre la concentración y rendimiento de proteína recombinante. Lns 
bnrrns indican el rango de dos experimentos independientes, puntos sin barra significa que el 
símbolo es mas grande que la barra. 

El comportamiento descrito es similar a lo obtenido por Oosterhuis y Kossen, ( 1985), ya que en 

su caso el producto de interés (ác. glucónico) se reduce al aumentar el te;. Sin embargo no 

existen en la literatura reportes en el que utilicen E.coli recombinante y cuya proteína sea 

expresada como cuerpo de inclusión en una configuración de dos tanques agitados. Es 

importante señalar que la discusión realizada sobre el efecto de la TOD constante sobre la 

concentración y rendimiento de proteína recombinante (Figura 15) tarnbién puede aplicarse 

para este caso pero tomando en consideración que el efecto es debido al te;. 
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Tal y como se mostró el "efecto negativo" del te; fue mucho mas pronunciado sobre el 

rendimiento de proteína recombinante que para la velocidadcespecífica de crecimiento y el 

rendimiento celular. 

Siguiendo los principios del escalamiento descendente, la comparación de tiempos 

característicos podrían ser un indicador del dominio de ciertos procesos medio-ambientales, 

sobre subprocesos biológicos. Para el caso de la elongación de un péptido, la velocidad de 

traducción estimada es entre 13 -16 aminoácidos /s (Koplove y Cooney, 1979). Si 

consideramos la velocidad de traducción promedio, así como el número de aminoácidos de 

nuestra proteína recombinante (260 a.a), se requieren de ca. 18 s para completar la formación 

por lo que el menor te; (20 s) simulado estaría en el mismo orden de magnitud y por lo tanto 

podría interferir en dicho proceso. Para el caso específico de una proteína recombinante 

expresada en E.coli el análisis de transcripción mostró que el mRNA de 13-galactosidasa fue 

formado en un tiempo < 300 s siendo una proteína de 1024 aminoácidos (Sandén et al., 2002). 

Resulta dilicil establecer y asegurar que a partir de una comparación de este tipo, un mecanismo 

en particular fue el limitante, y por el cual, la expresión de la proteína recombinante se vió 

reducida. Finalmente se llega a suponer, dado el análisis que se hizo en secciones anteriores, 

que esta fuerte dependencia del rendimiento de proteína recombinante es el resultado de una 

estricta regulación metabólica ante fluctuaciones de oxígeno disuelto. Es decir conforme 

aumenta el tiempo de circulación existe un tiempo de residencia mayor de la población celular 

en condiciones limitantes, lo que conduce a sugerir una utilización preferencial de mecanismos 

de producción energética para funciones esenciales sobre procesos secundarios como la 

producción de una proteína hctcróloga. 

Control de oxígeno disuelto. 

A continuación se describirá un comportamiento especial de la cepa utilizada encontrado al 

inicio del estudio con respecto al control del oxígeno disuelto la cual trajo consigo una 

modificación en la estrategia de control de la TOD. Esta estrategia fue necesaria ya que, tal y 
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como se describió en el capítulo 2 el principio del sistema de dos compartimentos, el cual 

establece que es necesario tener condiciones controladas o constantes en cada uno de los 

biorreactores, además de que fue nei:esªriª\ma carilcterización cinética de la cepaó()nfc;:~pecto 

a la TOO constante. 

La caracterización inicial consistió en realizar cultivos controlados a 20 % TOO. Un perfil 

típico obtenido con la estrategia inicial de control (ver Materiales y Métodos) se muestra en la 

Figura 27. 
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Figura 27.- Perfil típico obtenido al intentar mantener el cultivo a 20% TOD constante con la 
estrategia inicial del control. Tensión de oxígeno disuelto (A) y porcentaje de flujo 
de gases establecidos automáticamente por el algoritmo de control a través de 
controladores de flujo másico. 

En etapas tempranas de la fase exponencial del cultivo (ca.2.5 h), se observó un aumento en la 

TOO, resultado de un cese transitorio en el consumo de oxígeno (Figura 27-A). Esta 

perturbación provocaba que el sistema ejecutara acción de control, cerrando la válvula de 

oxígeno tal y como se muestra en la Figura 27-B. A partir de este momento, se perdía el buen 

control que se había mantenido hasta entonces. La demanda de un organismo por oxígeno (q02) 
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depende fundamentalmente de la fisiología de la cél.ula así como también de las condiciones 

medio ambientales. Los modelos de crecimiento micfobiano,-suponeh un cbhsúmo'específico de 

sustrato constante en fase exponencial (Doran~c 19_92),;situación que no se_óumplía parnel caso 

de nuestro modelo. 

Para determinar si la pérdida de control de TOD podía ser debido al propio algoritmo de control 

se realizaron cultivos sin control de TOD (burbujeado con aire) (Figura 28). En estos cultivos 

se observa que la pendiente en el consumo de oxígeno en fase exponencial presenta 

perturbaciones transitorias reflejadas en la TOD tanto con la cepa recombinante (Figura 28-A) 

como con la no transformada (Figura 28-B). Tales perturbaciones equivalen a las observadas en 

los cultivos controlados. Nótese que después del cese transitorio, el consumo nuevamente 

recobró la tendencia inicial de una pendiente relativamente constante (Figura 28-A). 
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Figura 28.- Perfiles de TOD sin control de TOD y burbujeado con aire para la cepa 
rccombinantc (A) y silvestre (B). 

A partir de tales resultados se descartaron posibles causas que podrían dar lugar a la 

perturbación de la TOD como lo eran la manipulación ó afinación inadecuadas de las constantes 

del algoritmo PID de control (Stephanopoulos, 1984), agotamiento de glucosa (Lin et. al., 
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2000), inicio de Ja expresión de la proteína recombinante (Ryan y Parulekar, 1990), y/o adición 

de anticspumante al medio (Móriio et. al., 1999). 

Una hipótesis alternativa que se planteó para explicar tal comportamiento fue que el 

agotamiento de algún nutrimento presente en el extracto de levadura (aminoácido, cofactor, 

vitamina, etc) era Ja causa del comportamiento descrito. Para corroborar esta hipótesis se realizó 

un cultivo en el cual se enriqueció el medio de cultivo con 50 % mas de extracto de: levadura, 

aunque la perturbación se presentó nuevamente en etapa exponencial esta se retrazó ca. 3 h. 

En la Figura 29 se muestra el efecto del medio de cultivo sobre la densidad óptica (DO) a la 

que ocurre la perturbación en la TOO. En la figura se muestran resultados de las cepas 

evaluadas, dos de las cuales eran recombinantcs y genotípicamente distintas, así como la cepa 

silvestre (wt). Las tres cepas presentaron la perturbación al mismo tiempo a (ca. 4 de DO) al 

usar la composición original del medio. Sin embargo con el medio enriquecido el momento de 

la perturbación se desplaza hasta ca. 6.5 de DO. Los resultados de los experimentos anteriores 

conlirmaron que por una parte los ceses transitorios en el consumo de 0 2 no eran exclusivos de 

la cepa recombinante, ya que la cepa silvestre (wt) también los presentó. Además sostenían la 

hipótesis planteada debido a que existía un componente en el medio que se agotaba, 

manifestándose como la perturbación de Ja TOO observada. 

Para contender con tal situación, se planteó otra estrategia de control de la TOO, la cual 

consistió en manipular el "tiempo de control" (te) del sistema, un parámetro de importancia 

relevante para el algoritmo de control y que esta definido como el tiempo en que el sistema 

compara, decide y actúa, enviando la señal de cierre o apertura a los controladores de flujo 

músico para compensar el valor deseado de TOO. En el nuevo algoritmo este parámetro (te) se 

modifica segundos después de observar en pantalla la primera perturbación de la TOO (Figura 

JU-A) asignándole un valor tal que la acción de control se suspende y las aperturas de los 

controladores se mantienen constantes en su último valor (Figura 30-B) hasta que el consumo 

se rccstablccc reflejado esto como una caída pronunciada en la TOD. En ese momento 

nuevamente se reestablece el te al valor original. Por medio de esta estrategia de control semi-
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automático se obtuvo un mejor control de la TOO tal y como el que se observa en la Figura 30-

A. 
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Figura 29.- Efecto del medio de cultivo sobre Ja DO a Ja que ocurre Ja perturbación en Ja TOO 
en cultivos a 20% TOO constante usando diferentes cepas. 
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Figura 30.- Control a 20 % TOO constante manipulando el tiempo de control (te) al momento 
de Ja perturbación, indicado en el recuadro. Tensión de oxígeno disuelto (A) y 
porcentaje de flujo de gases establecidos automáticamente por el algoritmo de 
control a través de controladores de flujo másico 
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Capítulo 6 Conclusiones 

Debido aUnterés tecnológico del modelo de estudio L1tilLzado,Jos resL1l~acl9s clt:I r>resente 

trabajo enriquecen la vasta información generada hasta el momento sobre la fisiología de 

Escherichia coli, particularmente sobre el efecto de condiciones cambiantes de oxígeno 

disuelto en la producción de una proteína recombinante. 

El sistema desarrollado dentro del contexto de la metodología del escalamiento descendente 

representa una herramienta versátil para evaluar el comportamiento dinámico de diversos 

modelos biológicos ante fluctuaciones de oxígeno disuelto que simulan los gradientes 

potencialmente encontrados en biorreactorcs a gran escala. Es importante resaltar que el 

presente trabajo es el único hasta la fecha que reporta los perfiles de TOO generados para cada 

uno de sus componentes en un sistema de dos compartimentos. Esto permite establecer los 

rangos de tolerancia del modelo con respecto a la función objetivo evaluada. 

La caracterización realizada para los cultivos a TOO constante permitió conocer el 

comportamiento cinético de la cepa además que dichos cultivos fueron la base comparativa 

para los cultivos oscilados. La velocidad específica de crecimiento se ajustó a un modelo tipo 

Monod (~l máx de 0.39 h" 1 y K02 de ca. 1 %), el rendimiento celular máximo obtenido fue de 

0.4 g célulasig glucosa· Los valores de rendimiento también se ajustaron a una curva de tipo 

hiperbólico con respecto a la TOO. 

Para la región de TOO menor a 5 % el comportamiento del consumo específico de glucosa (qs) 

fue inverso al obtenido con la velocidad esp. de crecimiento(µ) y el rendimiento celular (Y x15). 

Es decir mientras disminuía la TOO el q5 aumentó mientras que µ y Y xls disrriinuyeron. El q5 

máximo alcanzado fue de ca. 1.6 g gluco5alg célula h 'a 0.2 % de TOO constante. 

La reducción en la expresión de la proteína recombinante en Jos cultivo~ a TOO constante pudo 

haber sido debido a 2 factores, a un efecto directo sobre la concentración celular y/o sobre Ja 

expresión por célula. Ciertamente sea un efecto u otro, el desempeño del bioproceso en especial 
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el rendimiento de la proteína recombinante se hace dependiente a valores de TOO menores a 1 O 

%. 

De los cultivos constantes evaluados se observó que a partir de 5 % de TOO existió un cambio 
. . ' 

importante en las velocidades específicas de producción de ácidos orgánicos. ~9 ¡i§terior hace 
. -,_ . -. ;·'·, ._ 

evidente un cambio en el flujo metabólico hacia rutas alternas como Ja ferment~ción ácido~ 

mixta. Dado que el ácido acético se puede producir por 2 rutas m.e.tªb<)lica.s disti11tas,Jue 

posible diferenciar el origen de su producción. En el intervalo entre 5 ·y 20 %.TOO su 

generación fue debida principalmente al sobreflujo metabólico, mientras que a .valOres.menores 

a 5 % TOO es producto de la combinación entre el sobreflujo metabólico y fern1entación ácido

mixta. 

En Jos cultivos oscilados, el gradiente obtenido entre los biorreactores aerobio y ananerobio 

mostró una fuerte dependencia con Ja dinámica del sistema. El gradiente máximo obtenido fue 

cu. 12 % de TOO para el cultivo a te; de 180 s, mientras que para Ja condición más dinámica 

(20 s) esta se redujo a ca. 6 % de TOO %. 

El te; afectó la velocidad específica de crecimiento aunque de forma relativamente menor ya 

que aún en la condición mas crítica ( 180 s) solo se redujo un 25 %, en cambio el rendimiento 

celular se vió fuertemente afectado disminuyendo un 70 %. El rendimiento de proteína 

recombinante mostró una fuerte dependencia con respecto al te;, disminuyendo hasta un 90 % 

en te; de 180 s. 

A te; de 90 s el valor máximo para el consumo específico de glucosa (q5) puede justificarse 

especialmente por la alta velocidad específica de producción de láctico, lo que sugiere una alta 

actividad de Ja enzima LDH Juctuto-deshidrogcnasa en dicha condición. Lo anterior indica que 

a te; de 90 s existió una alta demanda en la reoxidación del NADH. Si bien a te; de 50 s existió 

un ligero aumento en la velocidad de producción de Jos ácidos fórmico y succínico con 

respecto a te; menores, es hasta te; de 90 s donde se hace mas evidente un desvió del 

metabolismo hacia la fermentación ácido mixta. El perfil en la producción de ácido acético de 
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igual forma podría sugerir que hasta te¡ de 50 s su formación es debido principalmente 

sobrcflujo metabólico. 

Al intentar simular te¡ tan cortos co~o 7 s, la dinámica del sisten1~; superó l(;s tiempos,de'ios 

mecanismos de transferencia de masa y respuesta, dando lugar a que el sistema se equilibrara 

igualándose las concentraciones de TOD en ambos biorreactores a lo largo de toda la cinética. 

La comparación de los parámetros cinéticos y estequiométricos entre cultivos control y 

recirculados demostraron que las células fueron capaces de adaptarse a los altos esfuerzos de 

corte generados en el cabezal de la bomba peristáltica al simular un te¡ de 5 s. 

La manipulación del tiempo de control (te) resultó ser una estrategia exitosa, para contender 

con las los ceses transitorios en el consumo de oxígeno de la bacteria, ya que mejoró el perfil 

constante de la TOO. 

El análisis comparativo de tiempos característicos puede sugerir que la similitud de magnitudes 

de ciertos subprocesos biológicos con Jos subprocesos medio-ambientales podrían limitar el 

proceso de expresión de proteína recombinnnte. Sin embargo no es posible puntualizar o 

atribuir el efecto a un solo mecanismo. Una hipótesis que se propone para poder entender y 

explicar el comportamiento de la bacteria en condiciones dinámicas es que, ante condiciones 

constantes de TOO la maquinaria celular sufre ajustes coordinados entre las rutas alternativas 

que posee, las cuales le permiten producir los metabolitos para generar la energía necesaria en 

las condiciones a la cual se somete a la bacteria. En otras palabras, en la condición constante de 

TOD se establece un "estado metabólico estacionario" predeterminado, mientras que en 

condiciones fluctuantes ó dinámicas como las evaluadas en este trabajo dicho "estado" se 

convierte en cambios o alteraciones continuas en la que la célula trata de reajustar su 

maquinaria, lo que desbalancea el proceso. 

Dado el efecto potencial de los gradientes de la TOO sobre la disminución en producción de la 

proteína rccombinante en esta cepa en particular, es necesario establecer estrategias mas 

'1"'t'~TQ 0QM l .'.:i_._._, V .-f~ 
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racionales para futuras operaciones de escalamiento ascendente y evitar a máximo la 

generación de gradientes de TOO para que la reproducibilidad en ambas escalas sea similar. 
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Capítulo 7 Perspectivas 

Las perspectivas del presente estudio pueden ser divididas en dos enfoques distintos, líno de 

ellos tiene que ver con la mejora en el diseño del sistema de dos compartimentos, mientras que 

el otro estaría basado en tratar de entender con mayor profundidad la respuesta fisiológica y 

metabólica de la bacteria ante condiciones fluctuantes. 

Uno de los puntos que fue determinante en el sistema fue la rapidez para desorber el oxígeno 

cn el Rurncrobio,. En este trabajo se probó burbujear helio en lugar de nitrógeno en Ranncroblo, ya 

que este gas presenta una mayor solubilidad que el nitrógeno, sin embargo no hubo mejoría en 

la rapidez de la desorción. Para mejorar el diseño del sistema resultaría provechoso buscar 

alternativas con las cuales se pudiera aumentar la dinámica del sistema y poder simular 

tiempos de circulación (te¡) tan cortos como 5 s y en los que se mantuviera un gradiente de al 

menos 1 O% de TOD. Como sabemos la concentración del oxígeno en el medio y en general de 

un gas es función de la presión total del biorreactor y parcial del gas, así como de la 

temperatura. El principio del sistema de control utilizado fue modificar la presión parcial del 

oxígeno, suministrando una mezcla de 0 2/N2 para mantener constante la TOO. Una estrategia 

que podría ensayarse para lograr aumentar la dinámica, sería el aumentar la presión total del 

biorreactor que simula la región bien mezclada con lo cual se aumentaría la solubilidad del 

oxígeno y por otro lado reducir la presión total del biorreactor anaerobio con lo cual se 

disminuiría la solubilidad en este compartimento, de forma tal que esta presión en el 

biorreactor anaerobio de lugar a una concentración de saturación en el líquido (C*) menor a la 

que proviene el liquido del compartimento bien aireado y por medio de este cambio habría una 

eliminación instantánea de al menos una fracción del oxígeno provéniente del biorreactor 

acrobio. El resto del 02 que entra al reactor anaerobio y que no es eliminado por el cambio de 

presión, se desorbería por la corriente de gas inerte burbujeado. 

Es necesario mencionar que la alternativa anterior lleva implícito ciertos riesgos como el que 

representa presurizar recipientes de vidrio por lo que debe de tomarse las medidas necesarias 

para llevar cabo dicha propuesta. 
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Tal y como se describió en la sección de resultados, no fue posible puntualizar la causa que dió 

lugar a la reducción en la expresión de proteína recombinante tanto a TOO constante como 

oscilante. Para discriminar entre una falta en la acumulación de biomasa y por ende una falta 

en el agotamiento de triptofano (represor de la inducción) y un efecto directo de la TOD sobre 

la maquinaria biosintética de la proteína heteróloga, se propone realizar cultivos constantes a 

20 y 0.2 % de TOD, en los cuales se cuantifique la concentración de triptofano usando el 

medio de cultivo utilizado en este estudio o en medio mínimo suplementado con una 

concentración conocida de triptofano. y así poder observar si existe algún umbral en la 

represión de la expresión de la proteína recombinante. 

Otra alternativa sería el uso de un vector que no dependa de la concentración de biomasa ni de 

la triptofano por ejemplo una inducción con un agente químico, temperatura e incluso un 

promotor constitutivo. Mediciones adicionales como cuantificación del número de copias de 

plásmido pueden realizarse para observar la relación entre la concentración de proteína y el 

número de copias. 

Para un mejor análisis metabólico la cuantificación en línea de los gases a la salida del sistema 

puede proporcionar información importante para fines prácticos de balances de carbono, así 

como también el uso de medios simples y definidos. Al cuantificar el oxígeno y el bióxido de 

carbono se puede calcular el coeficiente respiratorio o RQ, con este coeficiente es posible 

inferir cambios en la cadena respiratoria inducidos por las fluctuaciones de oxígeno disuelto. 

Para analizar los gases normalmente se realiza acoplando un analizador paramagnético para el 

caso de oxígeno y un analizador infrarrojo para el bióxido de carbono e incluso un 

cspcctrómclro de masas. 

Dado el comportamiento peculiar de la bacteria con respecto a los ceses transitorios en el 

consumo de oxígeno, resultaría interesante investigar cual es el componente clave que esta 

dando lugar a dicho comportamiento. 
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Sería interesante evaluar en el sistema desarrollado, el comportamiento de cepas de E. co/i que 

han sido modificadas por ingeniería de vías metabólicas, específicamente aquellas que tienen 

bloqueado el transporte de glucoim (por ejemplo cepas PTS" glk+) ya c¡ue se h~a o!Jse~va.do una . 

disminución en la acumulación de acético en el medio. 

Finalmente la incorporación de técnicas como el uso de microarreglos de ADN y métodos 

propios de la proteómica, podrían generar información valiosa sobre el comportamiento de 

Escherichia coli en condiciones fluctuantes de oxígeno disuelto, datos que hasta el momento 

no existen en la literatura y que ayudarían entender lo que sucede en los biorrcactorcs a gran 

escala desde un punto de vista de la fisiología de la bacteria. Mediante estas técnicas se 

podrían conocer por ejemplo, los tiempos en que la bacteria responde ante una fluctuación a 

nivel de mensajero así como también la concentración de una proteína específica siendo de 

especial interés el perfil a lo largo de la cinética de la enzimas piruvato formato-liasa y lactato 

dcshidrogenasa, las cuales son claves en la ruta fermentativa. 
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Anexos 

Anexo l. Curvas estándar de proteína total y ácidos orgánicos. 

0.75 

E e 
•n 0.5 °' •n 

"' ..o 
<: 

0.25 

O-+-~~......-~--..~~-.-~~.--~--..~~-.-~~-r-~--,.--~--1 

o 4 8 12 16 20 24 28 32 36 

Concentración de Proteína (ug/ml) 

y= 0.0638 X + O.O 1 19 r2 = 0.997 BSA 

y = 0.0241 X + 0.1164 r 2 = 0.9906 IgG 

Con c. de Prot; Total ·~~ (uii/nil) = 2;64 Conc. de Prot. Total nsA (ug/ml) - 4.33 

Figura 1-1.- Curva estándar de albúmina bovina (BSA) y gama globulina (JgG) para 
cuanii !icación de proteína total. 
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1 
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OE+OO 
o 0.5 1.5 2 
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Ácidos Orgánicos 

• Acético y = 2011592. 770x + 40981.094 r2 = 0.999 

o Fórmico y= 1191l66.060x + 22754.288 r2 = 0.999 

6. Láctico y= 2930304.781 X + 82721.428 r2 = 0.999 

C> Succínico y = 31299 l l .026x + 467 4.005 r2 = 1.000 

Figura 1-2. Cromatogra1i1a de estándares (A) y curva estándar (B) de ácidos orgánicos 
cunnti licados en detector de índice de refracción (1 R). 
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l> Succínico y= 29 l 7930.8 l 6x + 60668.297 r2 = 0.999 

Figura 1-3. Cromatogruma de estándares {A) y curva estándar (B) de ácidos orgánicos 
cuantificados en detector de arreglo de diodos (PDA). 
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Anexo IJ. 

Tabla 11-1.- Secuencias de proteínas Anhidrasa carbónica Bovina y Trp-LE proisulina 

Anhidrasa Trp-Lc 
Aminoácidos Carbonicn 256 ªª 2601111 

Bovina 
proinsulina 

PM: 28490 Dalton PM: 2 811 5 Dalton 

n n(%) FM PM(%) n n(%) Rv1 PM(%) 

A ala alanine 17 6.6 1207 4.2 32 12.3 2273 8.1 
e cys cysteine 9 3.5 927 3.3 
D asp aspartic acid 1 6 6.2 1840 6.5 1 1 4.2 1265 4.5 
E glu glutamic acid 10 3.9 1290. 4.5 16 6;2 2064. 7;3 
F phe phenylalanine 11 4.3 1617 ·5,7 5 1 .9. 735 . 2.6 
G gly glycine 20 7.8 1140. 4 25 9.6 1425 5; 1 
H his histidine 1 1 4.3 1507' 5;3 8 3;f ; 1 ()96, . 3;9 

.. 

'i2 1 ile isoleucine 5 2 56.5 .2 8 ,3.:1 ·,··.·· .. 9.().4 

K lys lyslne 1 8 7 2305 8;1 5 1 .9' \ 640;•··· 2;3 
32 12.3 . 3ª1.8\' 

.':· 

L leu leucine 26 10.2 2940 10.3 12.9 
M met methionine 3 1.2 393 1.4 6 2.3 7.86' ;2.8 
N asn asparagine 1 3 5.1 1482 5.2 6 2;3 5'84; 2.4 
p pro proline 1 9 7.4 1844 6.5 9 3.5 873 3.1 
a gin glutamine 1 2 4.7 1536 5.4 1 .1 4.2 ·.'1408;:. 5, 
A arg arglnlne 9 3.5 1404 4.9 19 1;,3 296s·· 10.5 

J "'~, 

S ser serine 16 6.2 1392 4.9 13 5 1131 4 
T thr threonine 14 5.5 1414 5 1 2 4.6 •1212 4.3 
V val valine 20 7.8 198,1 7 21 8.1 2080 7.4 
W trp tryptophan 7 2;7 1302 4.6 2 0.8 372 1.3 
X --- unknown 
y tyr tyrosine 8 3.1 1304 4.6 10 3.8 1630 5.8 
z ··- STOP 0.4 
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Anexo 111. Cultivos a TOO constante. 
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Figura 111-1 .- Perfil cinético de cultivo a 0.2 % TOO constante. (Duplicado) 
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Figura 111-2 .- Perfil cinético de cultivo a 1 % TOO constante. 
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Figura 111-7 .- Perlil cinético de cultiv6a 10 % TOO constante. (Duplicado) 
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Anexo IV.- Caracterización del sistema doble a 500 y 900 rpm en Ranaerobio 
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Figura IV-1 .- Caracterización del sistema de 2 compartimentos utilizando una agitación 500 
rpm en Racrobio y 900 rpm en R.naerobio' -
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Figura IV-2 .- Caracterización del sistema de 2 compartimentos utilizando una agitación 500 
rpm en R:icrubio y 500 rpm en Ranacrobio· 
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Anexo V.- Cultivos a TOO oscilante. 
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Figura V-1 .- Perfil cinético de cultivo a un te; de 20 s. (Duplicado) 
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