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Algoritmo para reproducir el perfil de potencia encontrado en matraces agitados
en un biorreactor a través de cambios en la frecuencia de agitacion. P/Vy,

representa la potencia volumétrica en matraces. P,/Vp representa la potencia

A7) (BTaaTe ng [or: W3 s M=) B o) o) L cr: [110) SR

Metodologia para la determinaciéon de la velocidad de corte efectiva como
funcion de la frecuencia de agitacion. Con un fluido pseudoplastico y uno
newtoniano, se mide el consumo de potencia como funcioén de la frecuencia de
agitacion (izquierda superior), asi como la viscosidad como funcién de la
velocidad de corte (derecha superior). La interseccion en cada diagrama indica
un estado hidrodinamico igual. Esta informacién se combina para dar lugar a la

velocidad de corte efectiva como funcion de la frecuencia de agitacion (abajo).
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Resumen

RESUMEN

El objetivo de este trabajo consistié en evaluar la capacidad viscosificante de soluciones de
alginato, asi como las caracteristicas quimicas del polimero (peso molecular y grado de
acetilacion), producido por Azotobacter vinelandii en matraces agitados sometidos a bajos
consumos de potencia, condiciones que no habian sido estudiadas hasta ahora. Adicionalmente,
se implemento6 una estrategia de escalamiento a biorreactor, basada en la simulacion del perfil de

potencia determinado en matraces agitados.

En la primera etapa del proyecto se encontré que incrementando el volumen de llenado, desde
100 a 300 mL, y disminuyendo la frecuencia de agitacion (de 200 a 125 rpm) en matraces de
500 mL sin bafles, el consumo de potencia (P/V) y la velocidad de transferencia de oxigeno
maxima (VTOpx) disminuyeron significativamente, a valores de 74 a 0.4 kW hm>, y55a
0.85 mmol L™ h'; respectivamente. Bajo estas condiciones, el microorganismo se desarroll6
bajo limitacion de oxigeno. Como consecuencia de lo anterior, tanto la velocidad especifica de
crecimiento como la produccion de alginato resultaron afectadas (0.11 a 0.07h”, y 5.9 a

1.6 g L''; respectivamente).

Desde el punto de vista de las caracteristicas del alginato, al disminuir el consumo de potencia,
de 74 a 11 kW hm™, se obtuvo la mayor capacidad viscosificante del polimero, cuyo valor
increment6 de 0.66 a 1.14 L g'. Estos cambios se debieron principalmente, a diferencias en el

PM. Al disminuir la potencia, el PM increment6 desde 1760 + 95 a 2200 + 200 kDa.

Finalmente, se llevo a cabo el escalamiento de la produccion de alginato utilizando como criterio
la reproduccion de un perfil de potencia (determinado en matraz) en un biorreactor de 3 L. El
perfil de potencia sigui6 una tendencia lineal de 0.09 a 0.30 kW m™, y se reprodujo en el
biorreactor a través de incrementos en la frecuencia de agitacion de 320 a 500 rpm. Esta
estrategia permitié obtener alginato de alta capacidad viscosificante (0.94 L g"), con
caracteristicas similares al polimero sintetizado en matraces (1760 kDa en peso molecular y

2.4 % en grado de acetilacion).
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1. INTRODUCCION

Los matraces agitados son ampliamente utilizados, debido a la facilidad de emplearlos en una
gran variedad de aplicaciones, ya que su uso es sencillo, lo cual permite llevar a cabo diversos
experimentos a bajo costo y con muy poca supervision. Sin embargo, en el campo de la
biotecnologia, pocas veces han sido caracterizados desde un punto de vista de ingenieria (Suresh
et al. 2009; Klockner y Biichs 2012). La seleccion de las condiciones de cultivo adecuadas es de
vital importancia en reactores de pequena escala utilizados en las primeras etapas de desarrollo
de un bioproceso; para lograrlo, es necesario entender los fendmenos basicos que ocurren dentro
de un biorreactor y contar con informacion cuantitativa sobre las condiciones fisicas que rigen un
cultivo (Biichs 2001). Ademas, es deseable encontrar un método directo de escalamiento de
matraz agitado a fermentador para disminuir los costos y el periodo de investigacion (Sumino et
al. 1993). El consumo de potencia especifico representa uno de los pardmetros mas importantes
en el desempefio de los matraces agitados, especialmente en cultivos altamente viscosos, ya que
estd relacionado con el consumo de oxigeno, el grado de remocion de dioxido de carbono, el

mezclado y la hidrodindmica del sistema (Biichs et al. 2000a, 2001).

En la Universidad Tecnologica de Aachen en Alemania, el grupo del profesor Biichs ha
desarrollado técnicas para medir en linea el consumo de potencia especifica en matraces agitados
y la velocidad de transferencia de oxigeno (Biichs ef al., 2000 a y b; Anderlei y Biichs, 2001).
Mediante el uso de un equipo de medicidon de potencia en matraces agitados se ha demostrado
que el consumo de potencia en estos sistemas es relativamente alto y en el mismo orden de
magnitud que los valores obtenidos para reactores agitados. Ademas, se ha reportado que
modificando los parametros operacionales (velocidad de agitacion, volumen de llenado, didmetro
de agitacion, etc.) es posible cambiar el consumo de potencia y la velocidad de transferencia de
oxigeno. Al incrementar la velocidad de agitacion, tanto la P/V como la VTO se incrementan. En
contraste, al incrementar el volumen de llenado de los matraces, la P/V y la VTO disminuyen

(Biichs ef al. 2000a, Maier y Biichs 2001).

Los alginatos son polisacaridos constituidos por acido B-D-manuronico y a-L-gulurénico. Estos

biopolimeros son sintetizados por algas marinas cafés y, en el género de bacterias, por algunas
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especies de Pseudomonas y Azotobacter (Galindo et al. 2007). Una de las aplicaciones mas
importantes de los alginatos es su uso como agentes viscosificantes en las industrias de
alimentos, textil, farmacéutica y biotecnologica (Galindo ef al. 2007; Lee y Mooney 2012). En
nuestro grupo de investigacion se han realizado estudios sobre la capacidad viscosificante de los
alginatos producidos en matraces agitados con cultivos de Azotobacter vinelandii (Pena et al.
1997, 2007, 2011; Reyes et al. 2003). La capacidad viscosificante esta definida como la
viscosidad generada por unidad de concentracion de alginato, y depende del peso molecular, el
grado de acetilacion y relacion de residuos M/G del alginato (Galindo et al. 2007; Peda et al.
2011). En estos estudios, se ha encontrado que, a bajos consumos de potencia (1.4 a
0.23kWm™), y por lo tanto, a bajas velocidades de transferencia de oxigeno (6.0 a
2.6 mmol L' h™"), se incrementa, tanto el peso molecular (1750 a 1880 kDa) como el grado de
acetilacion del alginato (3.5 a 5.8 %). Estos cambios en ambas caracteristicas quimicas tienen
como consecuencia un incremento en la capacidad viscosificante del alginato (Pefia et al. 2011).
Sin embargo, la informacion disponible en matraces agitados es limitada y restringida a un
intervalo de condiciones operacionales (Pefia ef al. 2011), por lo que se requieren mas
evaluaciones para entender los fendmenos que ocurren dentro de los matraces agitados y el

efecto que tienen en la produccion de polisacéridos.

El objetivo de este proyecto fue estudiar la capacidad viscosificante, asi como las propiedades
quimicas del alginato (peso molecular y grado de acetilacion) producido en regiones de bajo
consumo de potencia, manipulada a través de incrementos en el volumen de llenado y
decrementos en la frecuencia de agitacion de los matraces agitados, estrategia que ademas
permitié el desarrollo de una propuesta de escalamiento que reproduzca las condiciones de

cultivo en fermentador a nivel laboratorio.
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2. ANTECEDENTES

2. 1. Generalidades de los matraces

Los matraces agitados son los reactores mas utilizados en la biotecnologia gracias a su simple y
practico disefio, lo cual permite que en estos sistemas se puedan llevar a cabo experimentos
simultdneos con muy poca supervision y a bajo costo (Biichs 2001; Suresh et al. 2009; Klockner
y Biichs 2012). La variedad de tareas en las cuales los matraces son aplicados es muy amplia e
incluye el establecimiento de condiciones basicas de proceso, seleccion de cepas, desarrollo de

medios de cultivo, evaluacion de pardmetros cinéticos, etc. (Biichs 2001).

Los matraces poseen una alta relacion superficie/volumen, transferencia eficiente de calor y
masa, y mezclado eficiente, caracteristicas que permiten controlar de forma precisa una reaccion,
con la posibilidad de mejorar la conversion, selectividad y rendimientos del producto deseado
(Suresh et al. 2009). Entre los factores determinantes del desempefio de los matraces se deben
considerar el tipo de matraz y su geometria, tamafio (volumen nominal), nimero y tamafio de
bafles (si los hay), propiedades de la pared interna del matraz, diametro de agitacion, volumen de
llenado y frecuencia de agitacion (Biichs 2001; Anderlei y Biichs, 2001). Los matraces con
bafles permiten incrementar la transferencia de oxigeno a bajas frecuencias de agitacion. Sin
embargo, su tamafio y forma no son reproducibles, generan regimenes de flujo caoticos y
complicados y pueden llegar a ocasionar que se moje el tapon, lo que da lugar a problemas de
contaminacion y transferencia de oxigeno (Biichs 2001). Lo anterior puede evitarse mediante el
uso de matraces convencionales (sin bafles), que ademas poseen la ventaja, sobre cualquier otro
tipo de biorreactor, de tener un area de transferencia gas-liquido facil de determinar (Biichs

2001; Biichs et al. 2007).

Por otro lado, se han desarrollado metodologias para medir (y calcular) diversos parametros
ingenieriles tales como el consumo de potencia (Biichs et al. 2000a y b), la transferencia de
oxigeno (Anderlei y Biichs 2001; Anderlei et al. 2004), el estrés hidromecanico (Biichs y Zoels
2001; Peter et al. 2006) y la distribucion de liquidos dentro del matraz (Biichs ef al. 2007; Maier
y Biichs 2001; Maier et al. 2004).
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2.2. Consumo de potencia en matraces agitados

El consumo de potencia por unidad de volumen (P/V) es uno de los pardmetros esenciales para
especificar condiciones de cultivo de microorganismos en matraces y biorreactores agitados. Esta
definido como la potencia total introducida al biorreactor que genera el fluido del liquido y el
mezclado, y es disipada como calor que resulta de la friccion del flujo del fluido con el reactor
(Klockner y Biichs 2011). El estrés hidromecanico, el mezclado y la transferencia de masa y
calor estan directamente relacionados con el consumo de potencia, por lo tanto, es uno de los
parametros cruciales para la optimizacion y escalamiento de condiciones de cultivo (Sumino et
al. 1972). En general, el consumo de potencia en matraces agitados y tanques agitados es del
mismo orden de magnitud bajo condiciones normales de operacion usadas para cultivos de
bacterias y levaduras (1 a 10 kW m™), por lo que es posible utilizar el consumo de potencia

como criterio de escalamiento de matraz a tanque agitado.

El consumo de potencia en matraces esta definido con el nimero modificado de Newton (Ne’)

(Btichs et al. 2000a):

P (Ec. 1)

Ne' =
1/3
pnd-dtV,

Donde P es la potencia mecanica, p es la densidad, » la frecuencia de agitacion, d el didmetro del

matraz y V7 el volumen de llenado.

En matraces agitados, el nimero de Newton puede describirse como funcion del nimero de
Reynolds (Re) (ecuacion 2). Para flujo turbulento en matraces agitados sin bafles, la correlacion
f(Re) = Cg - Re™%2 (Cy representa una constante de proporcionalidad, Schlichting 1979) puede
utilizarse. En el caso de fluidos de viscosidades elevadas, puede ocurrir flujo en régimen de
transicion e incluso laminar, para lo cual se introducen términos para flujo laminar (Re”) y de
transicion (Re”%). La ecuacion 3 se ajustd con datos experimentales de matraces agitados de
25mL a 5L con volumen nominal de llenado del 2 al 40 %, usando el método de minimos
cuadrados (Biichs ef al. 2000b). A bajas viscosidades (1 a 10 mPa-s) el liquido es impulsado en

la direccion de la aceleracion centrifuga dentro del matraz, es decir, “dentro de fase”.
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Experimentalmente se determiné que los puntos que se encuentran “dentro de fase” estan

delimitados por las ecuaciones 3 y 4, como se muestra en la figura 2.1 (Biichs et al. 2000b).

‘n-d? Ec. 2

Re=2"""% (Ee-2)
n

Ne' =70-Re 1 +25-Re %6+ 1.5 Re 02 (Ec. 3)

Ne' _ ( 70 n 25 N 15 >.10_C/m (Ec. 4)
trans —

Re-lOC/ 141/m?2 (Re-lOC/ /1+1/m2)0_6 (Re-lOC/ 1+1/m2)0_2
Donde p es la densidad, # la frecuencia de agitacion, d el didmetro del matraz, n la viscosidad, ¢

es el factor de transicion, igual a 0.1 y m el gradiente entre las curvas limite en cada punto, con

un valor de 0.1.

1017 T |
1 Ne’ =70 Re™' + 25 Re "5 + 1.5 Re 2 condiciones "dentro de fase"
] A 100-mi: matraces agifados
L & 250-mi
© 300-mi
T | O 500-ml
T 1094
o 1
-
als
o
‘T
1 | M
-1 Dot Tt e
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U

Figura 2.1. Nimero modificado de Newton (Ne’) en matraces agitados como funcion del
nimero de Reynolds (Re) para diferentes volumenes de matraces, viscosidades
(1.0 a 200 mPas), didametros de agitacion (25-50mm), y frecuencias de agitacion
(80 a 400 rpm). (Biichs et al. 2000b).
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2. 2. 1. Parametros que afectan el consumo de potencia en matraces agitados

Parametros operacionales como el volumen de llenado, la frecuencia y el diametro de agitacion,
y el tamafo del matraz influyen directamente sobre el consumo de potencia en matraces agitados
(Btichs et al. 2000a). Por lo tanto, se evalu6 el consumo de potencia en matraces de 250 mL, sin
bafles, con un volumen de llenado del 4 al 20% del volumen nominal y a frecuencias de
agitacion de 100 a 380 rpm (figura 2.2). Se encontré que el consumo de potencia aumenta al
incrementar la frecuencia de agitacion; por otro lado, al incrementar el volumen de llenado, el
consumo de potencia disminuye, debido a que el area de friccion entre la pared interna del
matraz y el liquido no aumenta de forma proporcional al volumen de llenado (Biichs et al.

2000a).

12

10 mL

'E 0.8 -

_E 20 mL

204 - 30mL
50 mL

O T T T T
80 120 160 200 240

Velocidad de agitacion (rpm)

Figura 2.2. Consumo de potencia en matraces hidrofilicos (fabricados de vidrio) de 250 mL a
diferentes frecuencias de agitacion y volimenes de llenado, diametro de agitacion de
25 mm. Adaptado de Biichs et al. 2000a.

En este estudio también se realizaron experimentos variando el tamafio del matraz (100 a
2000 mL) y usando dos diferentes didmetros de agitacion (25 y 50 mm). Los resultados
demostraron que en liquidos de baja viscosidad, el diametro de agitacion no influye
significativamente en el consumo de potencia; sin embargo, a la misma frecuencia de agitacion,
el consumo de potencia aumenta de manera proporcional al diametro del matraz, debido a que la

velocidad relativa entre el liquido y la pared interna del matraz aumenta. Las propiedades de la
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superficie del matraz (hidrofobica o hidrofilica) no influyen significativamente sobre el consumo

de potencia (Biichs et al. 2000a).

2. 2. 2. Fenomeno “Fuera de fase” en matraces agitados

Al incrementar la viscosidad del fluido, la friccion entre el liquido y la pared interna del matraz
aumenta, lo que da lugar a incrementos en la transferencia total de momento (i.e. consumo de
potencia). Sin embargo, a partir de viscosidades iguales a 17 mPa-s, el liquido muestra un retraso
en relacion con la direccion de la aceleracion centrifuga (hasta 90°). A viscosidades iguales o
mayores a 35 mPa-s, la mayor parte del fluido permanece en la base del matraz, disminuyendo la
altura maxima que alcanza el liquido dentro del matraz. Bajo esta condicion, solo una fraccion
pequefia del liquido gira con la pared del matraz por lo que el consumo de potencia disminuye

significativamente. Este fenomeno se denomind como “fuera de fase” (figura 2.3) (Blichs et al.

2000b).

Para describir el limite entre las condiciones “dentro y fuera de fase”, Biichs et al. (2000b)

propusieron el uso de un nimero adimensional: el nimero de fase, Ph.

- 2] (Ec. 5)

)

La ecuacion 5 define que los puntos experimentales bajo los cuales el nliimero de fase (Ph) es

d
Ph =—<1+ 3log
do

[p(ern)dz it AL
n 4 d

mayor a 1.26, se encuentran “dentro de fase” (Biichs et al. 2000D).

Volimenes de llenado bajos, nimeros y tamafios de bafles elevados, frecuencias y didmetros de
agitacion bajos, didmetros internos de matraces altos y viscosidades elevadas, generalmente
aumentan la probabilidad de operar “fuera de fase” (Biichs et al. 2000a y b; Biichs ef al. 2001).
Cuando ocurre el fendmeno “fuera de fase”, la transferencia de oxigeno y la intensidad de
mezclado disminuyen significativamente. Como consecuencia, los cultivos pueden desarrollarse
bajo limitacion de oxigeno y, por lo tanto, generar una presion de seleccion hacia caldos de

cultivo de baja viscosidad. Es decir, se favorece la seleccion de cepas y componentes de cultivo
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que den lugar a menores viscosidades, pero que no necesariamente incrementen la produccion

del metabolito de interés (Peter et al. 2004).

Figura 2.3. Distribucion de liquido dentro de matraces agitados de 250 mL con un diametro de
agitacion de 25 mm, 25 mL de volumen de llenado a 200 rpm. Viscosidad igual a 1
mPa-s, Ph = 2.61 (a); Viscosidad igual a 75 mPa-s, Ph = 083 (b); Viscosidad igual a
135 mPa-s, Ph = 0.59 (c). Biichs et al. 2000b.

2. 3. Transferencia de oxigeno en matraces agitados

La velocidad de transferencia de oxigeno (VTO) es uno de los parametros mas apropiados para
describir de manera cuantitativa el estado fisiologico de un cultivo de microorganismos
aerébicos, debido a que la mayoria de las actividades metabolicas dependen del consumo de
oxigeno. La limitacion de oxigeno o de algin sustrato, las inhibiciones por productos, el
crecimiento diaiixico y otras respuestas bioldgicas pueden descubrirse observando el curso de la

VTO durante un cultivo (Anderlei y Biichs 2001).

La transferencia de masa en un matraz agitado es determinada por la resistencia del tapon y, en
mayor proporcion, por la resistencia de la interfase gas-liquido. La resistencia debida al tapon
depende, principalmente, de la geometria del cuello del matraz y en menor medida del material y

densidad del tapon (Mrotzek et al. 2001).
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La velocidad de transferencia de oxigeno (VTO) en la interfase gas-liquido puede definirse

como:
VTO = k,a(C* - Cy) (Ec. 6)

C™ es la concentracion de saturacion de oxigeno en el liquido en equilibrio con la fase gaseosa.
C.es la concentracion de oxigeno disuelto en el liquido. El coeficiente de transferencia de masa
(k1) depende del coeficiente de difusion, el cual a su vez, depende del sistema quimico. El area
especifica de transferencia (a) en el matraz es determinada por la interfase gas-liquido y es

afectada por los pardmetros operacionales y la viscosidad de la solucion (Maier y Biichs, 2001).

Entre los pardmetros que afectan la VTO en matraces agitados se encuentran los siguientes

(Maier y Biichs, 2001; Garcia-Ochoa y Gomez, 2009):

Concentracion de biomasa

- Velocidad de consumo de oxigeno

- Pardmetros geométricos (forma y diametro del matraz)

- Condiciones de operacion (frecuencia de agitacion, didmetro de agitacion y volumen de
llenado)

- Propiedades fisicas:

Propiedades de la superficie del matraz (hidrofobica/hidrofilica)

Propiedades fisicoquimicas del fluido (viscosidad, solubilidad y difusividad de

oxigeno)

Maier y Biichs (2001) demostraron que el area relevante de transferencia de masa (a) dentro de
un matraz abarca el area de transferencia de la superficie del liquido y el area de la pelicula que
se forma en la pared del matraz. En matraces hidrofobicos, donde no se forma una pelicula de
liquido en la pared interna del matraz, la VTO es significativamente menor comparada con los

valores encontrados para matraces hidrofilicos (Maier y Biichs, 2001).
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2.4. Estructura, propiedades y aplicaciones de los alginatos

Los alginatos son polisacaridos constituidos por cantidades variables de 4cido B-D-manurénico y
su epimero C5, el acido a-L-gulurénico unidos por enlaces glucosidicos 1-4. Los mondmeros
estan distribuidos en bloques de residuos continuos de manuronato (M), residuos de guluronato
(G) o residuos alternados (MG). Los alginatos sintetizados por las especies de Azotobacter son
copolimeros compuestos por regiones homopoliméricas de residuos M y G separadas por
regiones de estructura alternada (figura 2.4). A diferencia de los alginatos producidos por algas,
los alginatos bacterianos son acetilados en las posiciones O-2 y/o O-3 de los residuos de
manuronato. La variedad en el peso molecular, la estructura monomérica de bloques y la

acetilacion influyen en las caracteristicas fisicas y reologicas del polimero (Galindo et al. 2007;

Sabra et al. 2001).

[ele]en CoO"
o O o
H OH H oH H /COO OH
HON\OH HO H OH AcO HO \OH HO
M M-Ac G

Figura 2.4. Estructura quimica de los monomeros que componen el alginato. M, acido
manurdnico; G, acido gulurdnico; Ac, grupo acetilo. (Pefia ef al. 2011a).

2. 4. 1. Propiedades y aplicaciones de los alginatos

Desde el punto de vista de las aplicaciones, las caracteristicas mas importantes del alginato son
su capacidad de formar soluciones viscosas, y su capacidad de formar geles en presencia de sales
como el calcio o por reaccion quimica (Galindo et al. 2007; Lee y Mooney 2012; McHugh
2003). Gracias a que los alginatos son biocompatibles, no toxicos, biodegradables y tienen la
capacidad de formar geles o actuar como agentes viscosificantes, han encontrado una amplia
gama de aplicaciones que sigue creciendo. Los alginatos se utilizan en una gran variedad de

aplicaciones industriales, como estabilizantes, agentes espesantes y gelificantes en la produccion
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de alimentos, o para inmovilizar células en las industrias farmacéutica y biotecnologica (tabla

2.1) (Draget et al. 2005; Lee y Mooney 2012; Millan 2006; FMC 2014).

Tabla 2.1. Aplicaciones de los alginatos (Draget et al. 2005; Lee y Mooney 2012; Millan 2006; FMC

2014).

Aplicacion

Funcion del alginato

Alimentos

Agente estabilizante de espumas (vinos y cervezas), emulsiones
(helados, mayonesas, cremas, jugos).

Agente gelificante (alimentos reconstituidos, sustitutos de frutas,
cubierta de embutidos, rellenos para panificacion, postres).

Agente viscosificante (suspension de frutas, mermeladas, salsas,
aderezos, productos enlatados).

Farmacéutica

Emulsificante y espesante (jabones y lociones).
Agente desintegrador (tabletas).

Gel absorbente (vendajes quirurgicos).

Agente de suspension (ungiientos y antibioticos).

Estabilizante de emulsiones (jarabes).

Biotecnologica

Soporte en biocatalizadores (inmovilizacion de células y enzimas).
Ingenieria de tejidos.

Biomedicina

Odontologia  (impresiones  dentales), curacion de heridas,
inmunoestimulantes, material de implantacion, fuente de fibra dietética.

Papel

Mejorar la uniformidad de la superficie.

Industria textil

Impresion de textiles (fijacion del color y brillo), viscosificante de
tintas para impresion.

Cosméticos Agente emulsificante (lociones, cremas, jabones, maquillaje, productos
para el cabello).
Agricultura Agente de retencion de agua (acondicionamiento de suelos).

Tratamiento de aguas

Incrementa el tamafio de los agregados en los procesos de floculacion.

12
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La funcion de los alginatos depende de sus caracteristicas fisicoquimicas, en la tabla 2.2 se
muestran algunas aplicaciones de alginatos con diferentes viscosidades. Los polimeros de menor
viscosidad (20 — 50 mPas) son utilizados como agentes espesantes y emulsificantes en las
industrias textil y alimenticia, en donde su funcidn gelificante es méas importante (Danisco 2014;
McHugh, 2003). Por otro lado, polimeros de mayores viscosidades son requeridos (350 —
950 mPa s) como emulsificantes en alimentos (Danisco 2014) y estabilizantes para mejorar la
uniformidad de la superficie del papel (McHugh, 2003). En la industria farmacéutica, los
alginatos de alta viscosidad son utiles gracias a que poseen propiedades mecanicas y elasticas
requeridas en la formacion de cépsulas. Zimmermann et al. (2007) demostraron que
microcapsulas formadas con alginato de ultra-alta viscosidad (>30 mPa s, 0.1% p/v) ¢ iones de
Ba”" proveen estabilidad e inmunoproteccion a largo plazo a las matrices encapsuladas. Bazou et
al. (2008) y Miranda et al. (2010) estudiaron la produccién de albtimina en reactores agitados
con hepatocitos encapsulados con alginato de alta viscosidad. Estos autores encontraron que la
capsula de alginato de alta viscosidad protege los hepatocitos contra el estrés hidrodindmico,

permitiendo una mayor produccion de albumina (Bazou et al. 2008; Miranda et al. 2010).

Tabla 2.2. Aplicaciones de los alginatos con diferentes viscosidades.

Aplicacion

Viscosidad (mPa s)

Funcion

Referencia

Impresion en textiles

Baja viscosidad (no se

Espesante de tintas

McHugh, 2003

especifica)
Rellenos para panificacion 20-50 (1% p/v) Gelificante Danisco 2014
Rellenos de fruta 20-50 (1% p/v) Floculante Danisco 2014
Alimentos bajos en grasa 350 - 550 (1% p/v) Espesante Danisco 2014
Media-alta viscosidad
Papel ) Estabilizante McHugh, 2003
(no se especifica)
Alimentos untables 750 — 950 (1% p/v) Emulsificante Danisco 2014
) Elasticidad y Zimmermann et
Microcapsulas >30 (0.1% p/v)
flexibilidad al. 2007
' Bazou et al.
Encapsulado de agregados Proteccion contra estrés
>200 2008, Miranda
de hepatocitos hidrodindmico
etal.2010
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2. 5. Azotobacter vinelandii: modelo productor de alginato

Azotobacter vinelandii es una proteobacteria con un metabolismo respiratorio muy estricto con
oxigeno como receptor terminal de electrones. Fija nitrégeno, ya sea en condiciones
microaerdbicas o completamente aerdbicas. Su crecimiento es heterotrofico, donde los azucares,
los alcoholes y las sales de los acidos organicos se utilizan como fuente de carbono. Los azucares

son metabolizados a través de la via Entner-Doudoroff.

El género Azotobacter se distingue por su habilidad de formar quistes en la fase estacionaria o en
condiciones de induccion de células vegetativas con n-butanol al 0.2 %. Los quistes son
significativamente mas resistentes a la desecacion que las células vegetativas, ya que el alginato

es un componente esencial de la cubierta que protege los quistes (Pena et al. 2011a).

La mayoria de las bacterias fijadoras de nitrogeno es capaz de reducir el N, s6lo en condiciones
anaerobicas o microaerobicas. En contraste, 4. vinelandii es un aerobio obligado capaz de fijar el
N, atn a concentraciones altas de oxigeno. Esto es posible gracias a que esta bacteria puede
ajustar sus velocidades de consumo de oxigeno, lo que le ayuda a mantener bajos niveles de
oxigeno en el citoplasma (Pefia ef al. 2011a). Adicionalmente, otra forma de mantener bajas
concentraciones de O, en la célula es previniendo la transferencia de este gas hacia su interior.
Se ha propuesto que el alginato forma una cubierta alrededor de la célula que actua como barrera
fisica de O, (Sabra et al. 2000). La via biosintética del alginato ha sido ampliamente estudiada y
es similar en Pseudomonas y Azotobacter. El proceso de sintesis se puede dividir en 4 pasos:
sintesis del precursor, polimerizacion, modificacion en el periplasma y exportacion (figura 2.5)

(Hay et al. 2013).

La sintesis comienza con la entrada de fuentes de seis carbonos a la via Entner-Doudoroff, el
piruvato resultante entra al ciclo de acidos tricarboxilicos donde se obtiene oxaloacetato.
Posteriormente, el oxaloacetato se convierte a fructosa-6-fosfato por medio de la
gluconeogénesis (Lynn and Sokatch 1984; Narbad ef al. 1988). Tres proteinas, AlgA, AlgC y
AlgD catalizan la conversion de la fructosa-6-fosfato en 4cido GDP-manuronico, el cual sera
polimerizado por las proteinas Alg8 y Alg44 (Hay et al. 2013; Remminghorst y Rehm 2006a y
b). El é4cido polimanurdnico resultante es transportado al periplasma por un andamiaje de

proteinas conformado por AlgX, AlgG y Alg K (Jain y Ohman, 1988; Jain et al. 2003; Robles-
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Price et al. 2004). Durante el transporte, el dcido polimanuronico puede ser modificado por un
complejo acetilasa (AlgV,Algl y AlgF), en donde algunos residuos de manuronato no acetilados
son epimerizados por AlgG y exportados a través de la membrana externa por AlgJ(Galindo et
al. 2007). En el caso de A. vinelandii, el polimero exportado se convierte en el alginato final por
medio de una familia de siete epimerasas de manuronato C-5 homologas extracelulares, AlgE1-
E7 (Ertesvag et al. 1995). En A. vinelandii se han identificado los genes que codifican para las
enzimas que participan en esta via biosintética. Es importante mencionar que A. vinelandii es
también productor de polihidroxibutirato (PHB) bajo condiciones de limitacion de oxigeno (Pefia

et al. 1997; Sabra et al. 2001).

AlgC
Fuente de carbono Fosfomanomutasa
| | Manosa 6—fosfato]| ‘;I Manosa 1-fosfato
|
Via Entner- f AlgA
Doudoroff AlgA G_DP—man_osa-
| Fosfomanosa isomerasa pirofosforilasa
| / AlgD
i GDP-manosa
Piruvato
Fructosa 6-fosfato .
| " | | GDP-acido manurénico | deshidrogenasa
g T
)/ Poli L, Alg8 - Glicosiltransferasa
Y S olmefizacion Alg44 - Respuesta c-di-GMP
Gluc9neogene51s |

, | Algl - O-acetiltransferasa de MI
! A t"l L AlgV - O-acetiltransferasa de MI
€ 1‘ acion AlgF - O-acefiltransferasa periplasmica

! AlgX - O-acetiltransferasa periplasmica
|

Epimerizacion - - AlgG - Manuronano C5-epimerasa
|

| {Algl{ - Lipoproteina de ME

Oxaloacetato

Expor‘taciéu - = AlgJ - Poro de exportacion de

| alginato de ME

Figura 2.5. Biosintesis del alginato en Azotobacter vinelandii. MI: membrana interna; ME:
membrana externa. (Hay et al. 2013).
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2. 6. Parametros de cultivo que afectan la produccion y caracteristicas quimicas del

alginato sintetizado por A. vinelandii

La velocidad de transferencia de oxigeno (VTO) y la tension de oxigeno disuelto (TOD) son
parametros importantes que determinan la produccion del alginato y su composicion (Lozano et
al. 2011; Flores et al. 2014). En el trabajo de Lozano et al. (2011) (realizado en fermentador de
3 L), se demostrd que el peso molecular del alginato es inversamente proporcional a la VTOppsy,
independientemente de la TOD, bajo condiciones de limitaciéon (0.5 %) y no-limitaciéon de
oxigeno (5 %). Lozano et al. (2011) reportaron que, incrementando la VTOps, de 17 a
100 mmol L' h™', en fermentadores con TOD igual a 5%, la cantidad de alginato maxima
alcanzada increment6 de 0.5 a 3.1 g L'; sin embargo, el peso molecular disminuyé de 550 a

200 kDa.

Por otro lado, Diaz-Barrera et al. (2007) demostraron que el peso molecular de los alginatos
producidos por A. vinelandii es determinado por condiciones de limitacion de oxigeno, en donde
las VTOs no satisfacen el consumo de oxigeno del cultivo. En su estudio (realizado en un
fermentador de 3 L), Diaz-Barrera et al. (2007) reportaron que el alginato de mayor peso
molecular (1560 kDa) se sintetizd a bajas velocidades de transferencia de oxigeno (VTO),

3.0 mmol L™ h™, y por tanto bajo limitaciones de oxigeno (Pefa et al. 2008).

Recientemente, en nuestro grupo se han probado diferentes condiciones de agitacion en matraces
con el objetivo de disminuir el consumo de potencia y tratar de aumentar el peso molecular del
alginato (Pena et al. 2011). A través de la manipulacién del consumo de potencia es posible
manipular la VTO (siempre y cuando TOD =~ 0). En este estudio se reportaron relaciones
exponenciales en los perfiles de viscosidad-concentracion del alginato, en donde el exponente de
cada perfil se utiliza como indicador de la capacidad viscosificante del polimero. Se determin6
también, que a bajas velocidades de agitacion (100 - 125 rpm), los exponentes de tales perfiles
son mayores. En tales condiciones, el consumo de potencia se mantuvo en el rango 0.2 a
0.3 kW m™ y la velocidad de transferencia de oxigeno maxima (VTOy,y) fue del rango de 2.6 a

3.5 mmol L' h™! (Pefia ef al. 2011).

En el mismo estudio se determin6 que el incremento en las velocidades de agitacion en el rango

de 100 a 200 rpm, relacionado con un mayor consumo de potencia (0.2 a 1.4 kW m™) y VTOpax
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(6.0 mmol L h™"), promovi6 la produccion de una mayor cantidad de alginato de 3.1 a4.3 gL
respectivamente para 100 y 200 rpm. En contraste, la viscosidad aparente (1) del caldo de
cultivo, y por tanto, el peso molecular y el grado de acetilacion del alginato disminuyeron. Asi,
para 3.0 g L de alginato, # disminuy6 de 28 a 17 mPa-s (medido a ¥ = 300s™1), el peso
molecular de 1880 a 1750 kDa y el grado de acetilaciéon de 5.8 a 3.5 %, para los cultivos
desarrollados a 100 y 200 rpm, respectivamente (figura 2.6). Lo anterior indica que cuando se
reduce el consumo de P/V y por lo tanto, la velocidad de transferencia de oxigeno maxima
(VTOmax), es posible incrementar la calidad del alginato en términos de su capacidad

viscosificante (Pefa ef al. 2011).
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Figura 2.6. Peso molecular y grado de acetilacion en funcion de la VT Oy, (Pefia ef al. 2011).

2.7. Escalamiento de la produccion de alginato por A. vinelandii: matraz a

biorreactor

Estudios previos en nuestro grupo de investigacion han revelado que el peso molecular promedio
de alginatos producidos por A. vinelandii en matraces agitados puede alcanzar valores de
1.9x 10° Da y viscosidades de hasta 520 mPa-s (medido a y = 12 s™1) para caldos con una
concentracion de 5 g L' de alginato (matraces de 500 mL con 100 mL de volumen de llenado)
(Pefia et al. 1997). Sin embargo, cuando los procesos fueron trasladados a fermentadores

agitados en laboratorio (1.5 L), en los que el pH y la tensién de oxigeno disuelto (TOD) se
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mantuvieron constantes (3 y 5 %), el peso molecular del alginato fue menor a 0.68 x 10° Da y la
viscosidad del caldo fue menor a 100 mPa-s para la misma concentracioén de alginatos (Pena et

al. 2000; Seafiez et al. 2001; Trujillo-Roldan et al. 2001; Reyes et al. 2003).

Con el proposito de producir alginatos con pesos moleculares similares a los que se generan en
matraces, Reyes et al. (2003) utilizaron el consumo de potencia especifico (P/V) como criterio
de escalamiento. En el trabajo de Reyes et al. (2003) se calcul6 la potencia inicial de un cultivo
de Azotobacter vinelandii en un matraz de 500 mL con 100 mL de volumen de llenado a
200 rpm, el valor que se obtuvo fue de 0.27 kW m™. Este estudio revelé que la potencia inicial
como criterio de escalamiento no permiti6 reproducir el comportamiento de los matraces
agitados, en términos del peso molecular, ya que en los fermentadores de 1.5 L, el valor de peso
molecular mas alto encontrado fue de 1.1 x 10° Da, inferior al peso molecular del alginato que se

generd en matraces (1.9 x 10° Da) (Reyes et al. 2003).
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Figura 2.7. Evolucién del consumo de potencia especifico durante el cultivo de 4. vinelandii en
matraces no bafleados con volumen nominal de 500 mL, 100 mL de volumen de
llenado, 200 rpm y diametro de agitacion de 25 mm (Peiia et al. 2007).

En un estudio posterior, Pefia et al. (2007) caracterizaron por primera vez el consumo de
potencia en cultivos de 4. vinelandii en matraces agitados (500 mL con 100 mL de volumen de
llenado). Observaron que, manteniendo la velocidad de agitacion constante a 200 rpm, la
potencia especifica aument6 exponencialmente (0.27 hasta 1.4 kW m™) durante el curso de la
fermentacion, debido a un incremento en la viscosidad del cultivo (figura 2.7). Utilizando esta

informacion, Pena et al. (2008) propusieron una estrategia de produccion de alginato basada en
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la manipulacion del consumo de potencia, a través de la velocidad de agitacion, en un perfil
similar al que se genera en los matraces. Los resultados de este trabajo indicaron que empleando
esta estrategia en fermentadores de 10 L, era posible producir alginatos con un peso molecular
promedio y distribucion de pesos moleculares similares a los que se obtuvieron en matraces

agitados (Pefia et al. 2008).

Hasta ahora, la informacion disponible sobre el efecto del consumo de potencia en la produccion
de alginato es limitada a un intervalo de condiciones operacionales (Pena et al. 2011). Existen
regiones de muy baja potencia y transferencia de oxigeno que ain no se han explorado, bajo las
cuales, se podria incrementar la capacidad viscosificante del polimero debido a cambios en sus
caracteristicas quimicas. Por lo anterior, en este proyecto se propuso estudiar el efecto de
condiciones de operacion que determinaran muy bajos consumos de potencia y transferencia de
oxigeno, asi como su relacion con la produccion del alginato y sus caracteristicas quimicas (peso
molecular y grado de acetilacion). El presente trabajo pretende contribuir a entender el efecto de
los fendmenos fisicos en el proceso de sintesis del polisacarido y su capacidad viscosificante, y
ademas proporcionar mas informacion para el desarrollo de estrategias de cultivo en sistemas de

fermentacion a mayor escala.
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3. HIPOTESIS

La capacidad viscosificante del alginato producido en cultivos de la cepa Azotobacter vinelandii

ATCC 9046 se incrementa con la disminucion del consumo de potencia volumétrica.

4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Estudiar los cambios en la capacidad viscosificante del alginato producido por

Azotobacter vinelandii en cultivos en matraces agitados sometidos a bajos consumos de potencia.

4. 2. Objetivos especificos

- Evaluar la influencia de las condiciones operacionales (velocidad de agitacion y volumen
de llenado) sobre la evolucion del consumo de potencia en cultivos de A4. vinelandii en

matraces agitados.

- Evaluar el efecto de bajos consumos de potencia volumétrica sobre la produccion, la
capacidad viscosificante, peso molecular y grado de acetilacioén del alginato sintetizado

por A. vinelandii en matraces agitados.

- Proponer una estrategia de escalamiento en fermentadores a nivel laboratorio que

reproduzcan las condiciones de consumo de potencia volumétrica que prevalecen a nivel.
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La primera etapa consistid en la caracterizacion de los perfiles de consumo de potencia
volumétrica y de velocidad de transferencia de oxigeno en cultivos con la cepa A. vinelandii
ATCC 9046 en matraces agitados de 500 mL, a 200 rpm, 25 mm de didmetro de agitacién y a
tres volimenes de llenado distintos (100, 200 y 300 mL). Posteriormente se evaluaron los
perfiles de consumo de potencia y transferencia de oxigeno en cultivos de A. vinelandii en
matraces de 500 mL con 200 mL de volumen de llenado a una velocidad de agitacion de 150 rpm

y con 300 mL de volumen de llenado, a 125 rpm.

Se evaluo el efecto del consumo de potencia sobre la produccidn, capacidad viscosificante, peso

molecular promedio y grado de acetilacion del alginato producido.

Finalmente, se establecid una estrategia de escalamiento a biorreactor de 3 L, con el objetivo de
obtener alginato con capacidad viscosificante equivalente al obtenido en matraces. El perfil de
potencia correspondiente a la condicion en matraz en donde se produjo el alginato de mayor
capacidad viscosificante, se utilizd6 como criterio de escalamiento en un biorreactor de 3 L

(figura 5.1).
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Frecuencia de agitacion: 200 rpm.

Volumen de llenado: 100, 200 y 300 mL.

Estudio de
Cultives en matraces

(500 mL de volumen
nominal, didmetro de
agitacion: 25 mm).

P/Vy VTO

Condiciones de operacion: 200 mL a | E

valuacion de
150 rpm y 300 mL 125 rpm. la capacidad
viscosificante,
PMP y grado
de acetilacion
Cultivo en Criterio de escalamiento: perfil de del alginato.
biorreactor de 3 L. potencia, a través de la

Volumen de llenado: ] ) .
2 L. Sin control de pH manipulaciéon de la frecuencia de

y TOD. agitacion (320 a 500 rpm).

./

Figura 5.1. Estrategia experimental para el estudio de la produccion de alginato por
Azotobacter vinelandii en cultivos sometidos a bajos consumos de potencia.
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6. MATERIALES Y METODOS

6. 1. Microorganismo

Los experimentos se llevaron a cabo utilizando la cepa silvestre A. vinelandii ATCC 9046. El
microorganismo se conservo en tubos inclinados (s/ants) a 4 °C, llevando a cabo su resiembra

mensualmente.

6. 2. Medio de cultivo

Se utilizé medio Burk modificado con la siguiente composicion (g L™): sacarosa 20; extracto de
levadura 3.0; MOPS 1.42; K,HPO4 0.66; KH,PO4 0.16; CaSO4 0.05; NaCl 0.2; MgSO4-7H,0
0.2; Na,MoO4-2H,0 0.0029, y FeSO4 0.027. El pH inicial se ajusté a 7.2 con NaOH (2 N).

6. 3. Preparacion del indculo

Para preparar el indculo, el microorganismo se cultivd en placas petri con medio Burk
modificado (adicionando 18 g L' de agar, sin extracto de levadura). Las cajas se incubaron por
48 h a 29 °C. De las placas, se tomaron dos muestras (con asa circular) para inocular matraces de
500 mL con 100 mL de medio Burk modificado. Los matraces fueron incubados en una

agitadora rotatoria (25 mm de didmetro de agitacion) durante 20 h a 29 °C.

6. 4. Cultivos en matraces

Los cultivos se llevaron a cabo en matraces Erlenmeyer de 500 mL a 29 °C durante 72 horas en
una incubadora cuyo didmetro de agitacion es de 25 mm (Pefa et al. 2011), utilizando diferentes
volimenes de llenado: 100, 200 y 300 mL y diferentes frecuencias de agitacion: 125, 150 y
200 rpm. Para cada experimento, se realizaron cultivos paralelos con 12 matraces en la

plataforma de medicion de potencia y 12 en una incubadora convencional. Cada 12 horas se
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sacrificaron dos matraces para el muestreo. Los matraces se inocularon con 10% del volumen de

llenado (1.0 g L' de indculo medido como 0.15 unidades de ADbS540 nm)-

6. 4. 1. Determinacion del consumo de potencia en matraces agitados

El consumo de potencia en los matraces agitados se estima por medio del método propuesto por
Biichs et al. (2000a), el cual se basa en obtener el equivalente de par de torsion generado por el
motor del equipo de agitacion y la estimacion de las pérdidas ocasionadas por las fuerzas de
friccion. En la figura 6.1 se muestran los elementos basicos que componen el equipo de agitacion
de matraces: control de temperatura (a); plataforma de agitacion (b); control de agitacion (c);
sensor de torque (d). EI motor genera un movimiento oscilatorio en la plataforma de agitacion,
entre la plataforma y la flecha de salida del motor esta ensamblado un sensor de par de torsion
(0-1Nm, HiTec Zang). El sensor de par de torsién convierte la deformacion elastica en una sefial
de salida de voltaje. La potencia por unidad de volumen (P/Vyp) se estima por medio de la
frecuencia de agitacion y la medicion del par de torsion. Dichos datos son registrados en una
computadora de escritorio (PC). Las pérdidas mecanicas por friccion en el motor y la resistencia
en matraces se compensan al realizar una medicioén de referencia con pesas, o agar solidificado,
de igual peso que los matraces en cada experimento. Asi, el consumo de potencia se estima con

la diferencia entre las mediciones con liquido y solido:

My —-My)-2'mn (Ec. 7)
N Z'VL

SR

Donde M; es el par de torsion del cultivo, M, es el par de torsion del agar, n es la frecuencia de
agitacion, ¥ el volumen de llenado y z el nimero total de matraces sobre la plataforma. Las

medidas se realizaron en linea durante el cultivo (Pefia e al. 2011).
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Figura 6.1. Equipo de medicion de potencia en linea en matraces agitados instalado en México.
Control de temperatura (a); plataforma de agitacion (b); control de agitacion (c);
sensor de torque (d).

El equipo de medicion de potencia utilizado para este trabajo se instalo y caracterizd
recientemente en el grupo de investigacion (Pliego 2014). En la figura 6.2 se presentan los
perfiles de consumo de potencia de dos cultivos independientes de A. vinelandii en matraces

convencionales de 500 mL, a 200 rpm con 300 mL de volumen de llenado.

Durante las primeras 4 h de cultivo, se encontraron diferencias en los perfiles de potencia de
hasta un 45 % (con respecto al promedio). Esto se debi6 a que el motor requiere de un
calentamiento previo a la experimentacion (al menos 2 h), para disminuir la fricciéon de los
cojinetes de la maquina agitadora y estabilizar la medicion de torque (HiTec Zang, comunicacioén
personal; Pliego 2014); sin embargo, esto no se realiz6 en las primeras evaluaciones. A partir de
las 4 h y hasta las 72 h de cultivo, los perfiles de consumo de potencia mostraron diferencias
menores al 10 %, con respecto al promedio, lo cual es aceptable dentro del intervalo de

reproducibilidad del equipo (Pliego 2014).
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Figura 6.2. Medicion de potencia de dos pruebas independientes en matraces agitados con cultivos
de A. vinelandii a 200 rpm y 300 mL de volumen de llenado.

6. 4. 2. Determinacion de la velocidad de transferencia de oxigeno en matraces agitados

La velocidad de transferencia de oxigeno se determin6 en un Sistema de Monitoreo de Actividad
Respiratoria (RAMOS) (figura 6.3), dispositivo disefiado por Anderlei y Biichs (2001), y
Anderlei et al. (2004).

El principio de medicion en linea del equipo se basa en la repeticion de ciclos, los cuales
consisten de una fase de medicion (10 min) y otra de aireacion (20 min), durante el curso del
cultivo. En la fase de medicion del equipo, la cabeza de los matraces de 500 mL es sellada
cerrando las valvulas de entrada y salida de aire. La actividad de respiracion del microorganismo
resulta en decrementos de la presion parcial de oxigeno (po,) en la fase gaseosa, la cual es
medida con un sensor de oxigeno montado en el cuello de cada matraz. Los datos de presion de
oxigeno son registrados en una computadora de escritorio (PC). A partir de la pendiente de la
grafica de presion parcial de oxigeno, se calcula la VTO (ecuacion 8). En la fase de aireacion,
iniciada al abrir las valvulas, los matraces son alimentados con aire para evitar el agotamiento de

oxigeno.

No, Apo, _

V-t At R

Vy (Ec. 8)

VTO =
|4
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ng, representa los moles de oxigeno en la fase gas, V' el volumen del liquido, V; el volumen de
gas, ¢ el tiempo de cultivo, 7 la temperatura y R la constante de los gases. Al mismo tiempo, se
realizaron cultivos paralelos en matraces de 500 mL convencionales para toma de muestras y
llevar a cabo los andlisis fuera de linea (seccion 6.6). La velocidad de aireacion en los matraces
del equipo RAMOS se ajustd para que la concentracion de gas en la cabeza se igualara a la
concentracion de gas en los matraces con los cultivos paralelos con tapones de algodon (Anderlei

y Biichs, 2001; Anderlei et al. 2004).

Figura 6.3. Sistema de Monitoreo de Actividad Respiratoria (RAMOS). Universidad Tecnologica
de Aachen.

6. 5. Cultivos en biorreactor

Con el objetivo de escalar la produccion de alginato de alta capacidad viscosificante (1.0) con A.
vinelandii a partir de cultivos en matraces agitados, se realizaron cultivos en lote en un
biorreactor Applikon de 3 L reproduciendo el perfil de potencia (0.09 a 0.3 kW m™). El
fermentador cuenta con dos turbinas Rushton de 4.5 cm de didmetro y una relacion de didmetros
tanque-turbina de 3:1. El fermentador se oper6 a 29 °C con un flujo de aire de 1 L min™, con un
volumen de llenado de 2.0 L. El pH y la tension de oxigeno disuelto no fueron controlados. El
reactor se inoculd con 200 mL de células provenientes del indculo (1.0 g L"), Para los analisis se

retiraron 10 mL de caldo de cultivo por cada muestra.
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Para reproducir el perfil de potencia encontrado en matraces agitados (P/Vy;=0.09 a 0.3 kW m™)
se incrementd la frecuencia de agitacion durante el curso del cultivo desde 320 a 500 rpm. El

calculo para seleccionar la frecuencia de agitacion se realizé con el algoritmo de la figura 6.4.

Seleccionar
n % Re a Np % P % Pg Pg/VB:P/VM n
A v
Fin

Figura 6.4. Algoritmo para reproducir el perfil de potencia encontrado en matraces agitados en un
biorreactor a través de cambios en la frecuencia de agitacion. P/V), representa la
potencia volumétrica en matraces. P,/Vz representa la potencia volumétrica en el
biorreactor.

El nimero de Reynolds se calcul6d con la ecuacién 9, suponiendo una densidad (p) constante,
para frecuencias de agitacion desde 200 a 700 rpm. Los valores de los indices de consistencia (K)

y flujo (m) se obtuvieron a partir de los perfiles de viscosidad encontrados en matraces (seccion

6.6.4) :

le.Zn (EC 9)
Re = om—
D; representa el diametro del impulsor, y # la frecuencia de agitacion.

El nimero de potencia, Np, se estimé a partir de graficos de Np contra Re (Metzner ef al. 1961).

La potencia (P) se calcul6 con la ecuacion 10:

P = NpDi5n3p (Ec. 10)

Para el célculo de la potencia gaseada, se utilizo la ecuacion 11 propuesta por Hugmark (1980):

P E n?D;* (Ec. 11)
9 _ 29\ _ e S
> =01+ (nV) 0.25 * <g V2/3> 0.20
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En donde F; es el flujo volumétrico de gas, g la constante de la aceleracion gravitacional y W el

ancho de la hoja del impulsor.

P,/Vg se calcul6 al dividir la potencia gaseada entre el volumen de operacion en el biorreactor.

6. 6. Métodos analiticos
6. 6. 1. Determinacion de la concentracion de biomasa

La concentracién de biomasa se determind gravimétricamente por el método descrito por Pena

(1998). El procedimiento es el siguiente:

10 mL de cultivo se mezclaron con 1 mL de Na4EDTA (0.1 M) y 1 mL de NaCl (1.0 M)
y se centrifugaron a 10,000 rpm por 20 min.

Se retird el sobrenadante y el paquete celular se lavé con 0.1 M EDTA: 1 M NaCl
(1:1 v/v)

El pellet se aislo y se filtr6 en membranas Nucleopre de 0.45 pm de tamafio de poro

previamente secadas durante 24 h a 80 °C y pesadas.

La membrana con el pellet fue secada por 24 h a 80 °C para finalmente pesarse y obtener por

diferencia de peso la cantidad de biomasa.

6. 6. 2. Cuantificacion de alginato

Para determinar la concentracion de alginato se utiliz6 la técnica basada en la precipitacion de
alginato con 2-propanol y cuantificacion gravimétrica del mismo (Pefia et al. 1997). El

procedimiento consiste en:

10 mL de cultivo se mezclaron con 1 mL de Na,EDTA (0.1 M) y 1 mL de NaCl (1.0 M)
y se centrifugaron a 10,000 rpm por 20 min.
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Se recuper6 el sobrenadante y se le agregaron 3 volimenes de 2-propanol, el precipitado
se filtr6 en membranas Nucleopre de 45 pm de tamafio de poro, previamente secadas

durante 24 h a 80 °C y pesadas.

La membrana con el alginato fue secada por 24 h a 80 °C para finalmente pesarse y

obtener por diferencia de peso la cantidad de alginato.

6. 6. 3. Determinacion de sacarosa por el método de p—fructofuranosidasa-DNS

Este método se basa en la hidrolisis de la sacarosa usando una invertasa y la posterior medicion
de los azucares reductores libres por la reduccion del acido dinitrosalicilico (DNS), formando un
compuesto nitroaminado de color amarillo cuya densidad Optica es proporcional a la

concentracion de grupos reductores (Miller 1959).

Preparacion de reactivos: la solucion de DNS (4cido 3,5-dinitrosalicilico, Sigma Chemical Co.)
se preparo pesando 16 g de hidroxido de sodio, 300 g de tartrato de sodio y potasio y 10 g de
DNS, mezclando en ese orden en 1.0 L de agua destilada. Para una disolucion total se calentd y
el DNS se adicion6 lentamente para evitar precipitacion. La solucidn enzimatica se prepard
adicionando 2.5 mg de la enzima B-fructofuranosidasa (Gist-Brocades con una actividad de
243 Umg" a 40 °C) con 1 mL de amortiguador de citratos (0.32 M, pH 4.6). El procedimiento

para el analisis de sacarosa fue como sigue:

Se realizd6 una dilucion a las muestras del cultivo, tratando de que los valores de
absorbancia cayeran dentro de la curva patrén y se mezclaron 0.9 mL con 0.1 mL de la

solucion enzimatica.

La mezcla se incub6 a temperatura ambiente durante 10 min y posteriormente se adiciond

1 mL de DNS a cada muestra.

Los tubos se calentaron a ebullicion durante 5 min e inmediatamente después se enfriaron

en bafio de hielo.

A cada tubo se le adicionaron 10 mL de agua destilada y se leyo la absorbancia a 540 nm

(espectrofotometro Beckman DU 650) contra un blanco de reactivos.
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Los valores se interpolaron en la curva patrén, la cual se elabor6 utilizando soluciones de
sacarosa en concentraciones de 0.1 a 1.0 g L™, obteniéndose la siguiente ecuacion:

_ AbSs40 nm +0.001
B 0.484

(Ec. 12)

Sacarosa (Z) * Dilucion

6. 6. 4. Determinacion de los indices de flujo y consistencia, y cdlculo de la capacidad

viscosificante

Los indices de consistencia (K) y flujo (m) se calcularon a través de las mediciones de
viscosidad, las cuales se realizaron con un reémetro (AR 1000 TA Instruements rheometers)
utilizando una geometria de cono/plato (60 mm de didmetro con un angulo de 1°0’ 12”’),
conectado a un convertidor A/D que envia la sefial al software de adquisicion (Rheology
Advantage TA). Se tom¢ 1.0 mL de muestra, y la medicion se realizo variando la velocidad de
corte () de 10 a 3000 s, a temperatura constante igual a 22 °C (Pefia ef al. 2007, 2011). La
dependencia de la viscosidad sobre la velocidad de corte estd descrita por el modelo de Ostwald-

de Waele (Ley de potencia):

n=Kym1 (Bc. 13)

Donde 7 es la viscosidad aparente, K es el indice de consistencia, m es el indice de flujo y y es la
velocidad de corte. Durante la medicion de las muestras, se utilizaron agua y aceites (50, 100,
500 y 1000 cp; Brookfield Engineering Laboratories, Inc.) como fluidos de referencia para
verificar el equipo.

Por otro lado, la capacidad viscosificante (CV) de una solucion se puede calcular a partir del
ajuste exponencial de las curvas de viscosidad (a una misma velocidad de corte) vs
concentracion de alginato. La viscosidad del caldo de cultivo, determinada a una velocidad de
corte igual a 300 s (Peter et al. 2004; Pefia et al. 2007 y 2011), se graficé contra la
concentracion de alginato de cada punto de muestra, las curvas resultantes fueron ajustadas a un

modelo exponencial para calcular la CV (ecuacion 14).

31



6. Materiales y métodos

N300 = eCV*14L] (Ec. 14)

En donde 1300 es la viscosidad a 300 s™ y /4lg] la concentracién de alginato en g L™.

6. 6. 5. Preparacion de soluciones de alginato reconstituido

Para establecer que la capacidad viscosificante del alginato fuera determinada solo por las
caracteristicas quimicas del polimero, se evalu6 su viscosidad en solucion. Para este andlisis se
obtuvo el alginato a las 72 h de cada condicion propuesta, y se prepararon soluciones en
concentraciones desde 1 a4 g L en medio de cultivo para tener el mismo pH. La extraccion se

llevé a cabo con el siguiente procedimiento:

Se separ6 el alginato del paquete celular, de la misma manera utilizada para la

cuantificacion del alginato.

Se obtuvo el alginato precipitado con la ayuda de una espatula y se coloco a recipientes
Eppendorf de 2.0 mL de capacidad. Se retir6 la humedad en una centrifuga de vacio

(Eppendorf vacufuge) y las muestras se guardaron a 4° C hasta el momento del analisis.

Se pesaron de 3 a 12 mg de alginato seco y se resuspendieron en 3 mL de medio de

cultivo, dejando disolver la muestra 2 h.

Posteriormente, se midi6 la viscosidad de cada soluciéon en un redémetro (AR 1000 TA

Instruements rheometers) a 300 s (seccion 6.6.4).

6. 6. 6. Analisis de la distribucion de pesos moleculares del alginato

El peso molecular promedio del alginato y el analisis de la distribucién de pesos moleculares se
determinaron mediante cromatografia de permeacién en gel (GPC) con una serie de columnas de
ultrahidrogel (UG 500 y Linear, Waters) utilizando un sistema de HPLC y como detector un

refractometro diferencial. Se utilizo NaNOs; 0.1 M como eluente a 35°C y un flujo de
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0.9 mL min™' (Pefia er al. 1997). Como referencia de los pesos moleculares, se utilizo la

calibracion realizada con pululanos de Aureobasidium pullulans (5 a 2500 kDa).
Las muestras se prepararon de la siguiente manera:

Se precipitdé el alginato al igual que como se realiza para el analisis del alginato

reconstituido.

Se pesaron entre 4 y 5 mg de alginato seco y se resuspendieron en 2 mL de agua mili Q,
dejando disolver la muestra 2 h. La muestra resuspendida se filtr6 en membranas

Millipore de 0.2 um y se colocd en viales para inyectar en el HPLC.

6. 6. 7. Determinacion del grado de acetilacion del alginato

La técnica se basa en la cuantificacion de grupos acetilos por HPLC utilizando una columna

Aminex87H a 50 °C, utilizando H,SO4 7 mM como fase mévil a un flujo de 0.65 mL min’.
Para preparar las muestras se realizo el siguiente procedimiento:
Se seco el alginato tal como se describe para la determinacion del peso molecular

Se resuspendid el alginato (5-10 mg en 500 pL de agua) y se le agregaron 500 uL de
NaOH 1 N. La mezcla se incub6 a 80 °C por 2 h.

Posteriormente, las muestras se enfriaron y se acidificaron con 625 pL de acido fosforico

1.5M.

Las muestras se centrifugaron a 11,000 rpm por 15 min y la fase acusa se recuperd para

cuantificacion de acetatos.

El 4cido acético se determind por absorcion de luz UV con un detector de matriz de fotodiodos a

210 nm (Cheetham y Punruckvong 2004).
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6. 7. Calculo de parametros para describir las condiciones hidrodinamicas

El comportamiento hidrodinamico de los matraces se determiné mediante varios numeros
adimensionales. El nimero de Newton (Ne’) se calculd con el consumo de potencia con la

ecuacion 1 y a partir del nimero de Reynolds con la ecuacion 3 (seccion 2.2).

Para calcular el nimero de Reynolds es necesario conocer la viscosidad del fluido dentro del
matraz. Las soluciones de alginato se comportaron como fluidos pseudoplasticos, por lo que su
viscosidad aparente dependi6 de la velocidad de corte efectiva a las condiciones de operacion. La

velocidad de corte efectiva (y.r) se determino mediante la correlacion propuesta por Giese et al.

(2014):

(Ec. 15)

1 _x Y

' L;l [P/VL]W VL1/3 m+1 VL1/3 m+1
= /| m+

Vers K d d

En donde L, x y y son constantes, P/V; la potencia volumétrica en matraces, V. el volumen de

llenado, d el diametro interno del matraz, y K y m los indices de consistencia y flujo de la

solucion de alginato, respectivamente.

Para el desarrollo de la ecuacion, Giese ef al. (2014) tomaron como base en el método utilizado
por Metzner y Otto (1957) para reactores agitados, y la propuesta por Peter et al. (2004) para
matraces. Estos autores propusieron que potencias volumétricas iguales en fluidos newtonianos y
pseudoplasticos, a una condicién de operacion especifica, son resultado de viscosidades

aparentes iguales (figura 6.5).

La ecuaciéon 15 se ajustd a 126 puntos experimentales por el método de minimos cuadrados
(Giese et al. 2014). Se evaluaron matraces agitados con volimenes nominales de 50 a 1000 mL,
con volumen de llenado del 5 al 40 % de su volumen nominal, a frecuencias de agitacién de 130
a 380 rpm y didmetro de agitacion de 25 a 100 mm. Los fluidos evaluados fueron goma xantana
(pseudoplastico) y polivinilpirrolidona (PVP) (newtoniano) a distintas concentraciones, para dar
lugar a viscosidades aparentes de 11 a 151 mPa-s. Las constantes L, x e y tienen valores de
2.06, -0.331 y 0, respectivamente. El modelo es vélido para velocidades de corte entre 20 y

2000 s (Giese et al. 2014).
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Finalmente, para determinar si bajo las condiciones evaluadas el sistema se encontraba “dentro

de fase” se utilizo la ecuacion 5 (seccion 2.2.2).

L‘-.\ pseudoplastico

N

Newtoniano : IRRane s SN
1

Newtoniano | =

"

L
-
e

pseudoplastico @/

et Tl
.

PV (KW/m?)
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o
> a=

e -m
- apmn?® 1

I
1
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1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1

Frecuencia de agitacion (rpm)

Figura 6.5. Metodologia para la determinacion de la velocidad de corte efectiva como funcion de
la frecuencia de agitacion. Con un fluido pseudoplastico y uno newtoniano, se mide el
consumo de potencia como funcion de la frecuencia de agitacion (izquierda superior),
asi como la viscosidad como funcion de la velocidad de corte (derecha superior). La
interseccion en cada diagrama indica un estado hidrodindmico igual. Esta
informacion se combina para dar lugar a la velocidad de corte efectiva como funcion
de la frecuencia de agitacion (abajo). Peter et al. 2004.

6. 8. Calculo de los parametros cinéticos

Los parametros cinéticos se calcularon a partir del ajuste a modelos matematicos reportados en la
literatura para fermentaciones de exopolisacaridos microbianos (Klimek y Ollis 1980; Richard y

Margaritis 2004).

Los datos de la cinética de crecimiento microbiano fueron descritos por la ecuacion logistica:
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dx X (Ec. 16)

E=#X(1— )

X max

donde u es la velocidad especifica de crecimiento (h'l) y Xmix la concentracion maxima de
biomasa (g L™). Integrando la ecuacidn anterior, considerando que X, = X(r=0) y reordenando

los términos se obtuvo la ecuacion que describe el crecimiento bacteriano en el tiempo.

Xoeht (Ec. 17)
1 (2) (1 - enty

X max

X(t) =

Linealizando la ecuacion y graficando contra el tiempo se obtuvo la velocidad especifica de

crecimiento (1) representada por la pendiente del gréfico.

La cinética de formacion de producto en funcion de la biomasa se determin6 por el modelo de

Leudeking y Piret (Leudeking y Piret 1959):

dP,  dX (Ec. 18)
a CFa TAX

. dx . . - .
El término « ; representa la produccion asociada a la fase de crecimiento bacteriano, en donde

a es un rendimiento de producto con base en biomasa. Por otro lado, el término X es la
produccion no asociada a la fase de crecimiento, donde 8 es una velocidad de produccion con
base en biomasa. Estas constantes dependen de las condiciones de fermentacion como pH,

temperatura, etc. y del microorganismo utilizado.

Combinando las ecuaciones de formacion de biomasa y producto e integrando, se obtuvo la

ecuacion para formacion de producto en el tiempo:

(Ec. 19)

PA(t) =PA0+aX0

| )b~ () a- )

Xmax

La constante  se evalia en la fase estacionaria de la cinética de crecimiento (dX/dt =0,

X = Xyuax), obteniéndose a partir de la ecuacion 20:
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_ (dPy/de) (Ec. 20)

X max

X(]e‘u't

1—(XX—°)(1—euf)

max

Xo

De un grafico de P4(t) = Py, — (M) In [1 - ( se

. ) (1- e”t)] contra

Xmax

calculd el valor de a representado por la pendiente.

Para el ajuste de la cinética del consumo de sacarosa, se utilizé una ecuacioén que incluyo tres
términos: la velocidad de crecimiento instantdnea, la velocidad de formacién de producto y una

funcidén de mantenimiento de biomasa:
das B 1 dX 1 dP, (Ec.21)
dt  Yysdt  Yps dt

Donde: Yy es el rendimiento de biomasa en base a sustrato, Ypss es el rendimiento de producto

en base a sustrato y £, es el coeficiente de mantenimiento.

Combinando las ecuaciones para produccion de biomasa y consumo de sustrato e integrando se

obtuvo la siguiente:

(Ec. 22)

S(t) =Sy — AKX () — X,) — (BX;”‘”‘) In [1 - ( Xo ) (1- eut)]

X max

En donde A = — + a — yB = ,BL + k.. A y B se resolvieron de manera analoga aa y f8
Yx/s Ypss Yx/s

para la cinética de producto.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7. 1. Analisis teorico para la prediccion de la capacidad viscosificante de cultivos de

A. vinelandii en matraces agitados

Se realizé un analisis teérico con base en datos experimentales existentes para matraces agitados
(Pena et al. 2011). Se calcularon: el nimero de potencia (Ne’) y la VT O para cultivos a 200
rpm con diferentes volimenes de llenado con el objetivo de predecir la capacidad viscosificante

de los cultivos de A. vinelandii.

El nimero de potencia se calculd a partir del nimero de Reynolds con la ecuacion 3 (ver seccion
2.2). Por otro lado, la VTOp;y se calculd con la ecuacion propuesta por Maier y Biichs (2001),
adaptando constantes de proporcionalidad con base en los datos disponibles en el trabajo de Pefia

etal.2011.

1 . Ec. 21
VTOmax = 2 (n*84, 7% dy"*'d™12% — 5) (Be-21)

Para el anélisis se consider6 un intervalo de VTOp; entre 1 y 3 mmol L! h'l, condiciones en las
que la bacteria se encontraria limitada por oxigeno (Diaz-Barrera 2007), pero bajo las cuales se
esperaria que pudiera crecer. Bajo la suposicion de que en condiciones de limitacion de oxigeno
la velocidad especifica de crecimiento (y) es directamente proporcional a la VTO (Diaz-Barrera
2007), se realizd un andlisis teérico con los datos de Pefia ef al. (2011), encontrando que la u
seria de 0.06 h'], auna VTO,;y igual a 1 mmol L' h'!. Esta velocidad de crecimiento es mayor a
las evaluadas en otros trabajos en quimiostatos (Diaz-Barrera et al. 2010; Castillo ef al. 2013),
por lo que se esperaba que el microorganismo pudiera crecer a muy bajas transferencias de

oxigeno.

El andlisis teodrico indicod que al incrementar el volumen de llenado de 100 a 200 y 300 mL, tanto
Ne’ como la VTOp,sx disminuyen y la capacidad viscosificante del alginato se incrementa de 0.83

a 1.08 y 1.18 L g"'respectivamente (figura 7.1).
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Con base en estos resultados se propuso realizar cultivos a 200 rpm con 200 y 300 mL de

volumen de llenado y comparar los resultados con los cultivos desarrollados con 100 mL.
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Figura 7.1. Analisis teorico para la prediccion de la capacidad viscosificante del alginato
producido por 4. vinelandii a 200 rpm y diferentes volumenes de llenado.

7.2. Cultivos de A. vinelandii en matraces agitados con 200 y 300 mL de volumen de

llenado agitados a 200 rpm.
7. 2. 1. Evolucion del consumo de potencia

La figura 7.2a muestra la evolucion del consumo de potencia en cultivos de A. vinelandii en
matraces agitados de 500 mL, a 200 rpm con diferentes volumenes de llenado. Como era
esperado, el incremento en el volumen de llenado (de 100 a 300 mL) resulté en una disminucion
considerable en el consumo de potencia. En matraces con 100 mL se encontré un perfil de
potencia que siguid una tendencia exponencial, en donde se alcanz6 un maximo de 1.6 kW m™.
En contraste, al aumentar el volumen de llenado a 200 y 300 mL, la potencia disminuy6
siguiendo un perfil lineal, alcanzando valores méximos de 0.62 y 0.30 kW m™, respectivamente.
En términos de la energia suministrada al sistema por unidad de volumen (F), calculada como el
area bajo la curva de P/V contra tiempo, se determinaron valores de 74, 24 y 12 kW h m™, para

los cultivos con 100, 200 y 300 mL, respectivamente (tabla 7.1).
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Figura 7.2. Evolucion del consumo de potencia (linea continua) y la velocidad de corte efectiva
(linea discontinua) en cultivos de A. vinelandii en matraces de 500 mL, a 200 rpm y
25 mm de didmetro de agitacion a diferentes volimenes de llenado (a). Evolucion
de la viscosidad aparente (linea continua) y el numero de fase (linea discontinua) en
cultivos de A. vinelandii (b).

Las diferencias en el consumo de potencia fueron determinadas principalmente por las
diferencias en la distribucion del liquido y el area especifica (a) de transferencia de momento
(i.e. area entre el liquido y la pared interna del matraz). Al observar directamente el matraz, a
altos volimenes de llenado (200 y 300 mL) el movimiento del liquido se limitdé dentro del
matraz. Esto posiblemente se debi6 a que la forma troncocénica del matraz no permite que la

altura maxima del liquido en agitacion aumentara de manera proporcional con el aumento del
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volumen de llenado, lo que resultdé en una menor area especifica de transferencia de momento

(Biichs ef al. 2000a, 2007) (figura 7.3).

Tabla 7.1. Resumen de los consumos de potencia en matraces de 500 mL a 200 rpm con diferentes
volumenes de llenado.

Volumen de  Frecuencia de P/V max E (KW h m'3)

llenado (mL) agitacién (KW m™)
(rpm)
100 200 1.60 74
200 200 0.62 24
300 200 0.30 12

v, >V,

h, h
2. M
V., W

Figura 7.3. Distribucion de liquido dentro del matraz a distintos volimenes de llenado. Altura
maxima alcanzada a diferentes volimenes de llenado (a). Area de transferencia de
masa (interfase gas-liquido) a diferentes volimenes de llenado (4rea en blanco) (b).
Adaptado de Biichs et al. 2007.
Por otro lado, el alginato en solucidon se comporta como fluido pseudopléstico, por lo que su
viscosidad aparente disminuye al aumentar la velocidad de corte efectiva. Utilizando la
correlacion propuesta por Giese et al. (2014) (ecuacion 15, seccion 6.7), se calcularon las
velocidades de corte efectivas en cada condicion evaluada. El cultivo con 100 mL se caracterizo
por velocidades de corte efectivas entre 1300 (al inicio del cultivo, IC) y 320s™ (al fin del

cultivo, FC). Al incrementar el volumen de llenado, a 200 y 300 mL, las velocidades de corte
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disminuyeron a un rango entre 650 (IC) y 210s’ (FC), y 510 (IC) a 110s”' (FC),
respectivamente (figura 7.2a). Esto se debid a que la velocidad de corte disminuyo6 al incrementar
la distancia entre la pared del matraz y la interfase gas-liquido. Biichs et al. (2007) propusieron
que a bajos volimenes de llenado se forma una capa delgada de liquido en la pared del matraz,

mientras que al incrementar el volumen de llenado, la capa que se forma es mas gruesa.

Con base en las velocidades de corte efectivas estimadas, se calcularon las viscosidades
aparentes con el modelo de Ostwald-de Waele (ecuacion 13, seccion 6.6.4). La figura 7.2b
muestra los perfiles de viscosidad de los caldos de cultivo de A. vinelandii en matraces de
500 mL, a 200 rpm con diferentes volumenes de llenado. En el cultivo con 100 mL, los cambios
en el consumo de potencia a 100 mL se relacionaron con los cambios de viscosidad del caldo.
Bajo esta condicion el perfil de viscosidad siguid una tendencia exponencial, llegando a un
maximo de 35 mPa-s a las 72 h. Hasta las 36 h, los perfiles de viscosidad fueron muy similares
en las tres condiciones evaluadas. Después de las 36 h, la viscosidad del caldo de cultivo con
200 mL de volumen de llenado fue menor a la observada en las otras condiciones, alcanzando un
maximo de 34 mPa-s (72 h), lo que apoya que se observaran menores consumos de potencia. En
contraste, con 300 mL de volumen de llenado se alcanzaron viscosidades iguales a 55 mPa-s
(72 h), sin embargo, el consumo de potencia fue el menor determinado a 200 rpm. Por lo tanto,
es posible que las altas viscosidades se debieran a que el cultivo con 300 mL se caracterizd por

las menores velocidades de corte.

Similar a lo reportado por Pefia ef al. (2007), después de las 60 h en el cultivo con 100 mL de
volumen de llenado, cuando el consumo de potencia alcanz6 su maximo, ocurre una disminucion
hasta 1.4 kW m™. Estos autores atribuyeron la disminucion del consumo potencia a un fenémeno
denominado “fuera de fase” (Biichs et al. 2000b; Pefia et al. 2007). Este fendémeno ocurre bajo
ciertas condiciones operacionales (la viscosidad y el didmetro de agitacion son los principales
factores determinantes) y esta caracterizado por cambios de la distribucion del fluido dentro del
matraz, en donde la mayoria del liquido se mantiene en la base y s6lo una pequefia fraccion del
fluido esta rotando en la pared del matraz, por lo tanto, el consumo de potencia se reduce
considerablemente (Biichs et al. 2000b, 2001). Para comprobar que la disminucion del consumo
potencia observada en la figura 7.2a se debia a que el sistema se encontraba “fuera de fase”, se

calcul6 el nimero Ph con la ecuacion 5 (seccion 2.2.2). A partir de las 60 h, el nimero de fase
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alcanza valores de 1.36. Biichs et al. (2000b) establecieron como limite “dentro de fase” un Ph
mayor a 1.26. Sin embargo, los mismos autores proponen que el fenomeno “fuera de fase” no
ocurre de manera inmediata, sino que existe una region de transicion en valores cercanos a 1.26,
a partir de viscosidades mayores a 17 mPa-s (Biichs et al. 2000b, 2001). Por lo tanto,
considerando un P# igual a 1.36, y viscosidades aparentes mayores a 30 mPa-s (figura 7.2b), es
posible decir que la disminucion de potencia se podria deber al fenomeno “fuera de fase”.
Finalmente, a altos volumenes de llenado (200 y 300 mL), el nimero de fase fue superior a 1.70

a lo largo del tiempo de cultivo, lo que indica que los cultivos se desarrollaron “dentro de fase”.

7. 2. 2. Velocidad de transferencia de oxigeno

La figura 7.4 muestra la evolucion de la VTO durante los cultivos de A. vinelandii a diferentes
volumenes de llenado. La VTOp;, a 100 mL fue igual a 5.5 mmol L' h!; mientras que a 200 y
300 mL la VTOpsx disminuy6 considerablemente hasta 2.8 y 2.1 mmol L! h'l, respectivamente.
Maier y Biichs (2001) demostraron que al incrementar el volumen de llenado, se genera un
decremento en la VTO. Esto esta relacionado, al igual que el consumo de potencia, con cambios
en la distribucion del liquido en el matraz, que en este caso resultd en la reduccion del area

especifica de transferencia de masa (interfase gas-liquido) (figura 7.3).

Los cultivos, en todas las condiciones evaluadas, mostraron perfiles caracterizados por zonas en
donde la VTO permaneci6é constante, lo que indica que los cultivos se desarrollaron bajo
limitacion de oxigeno (Anderlei y Biichs, 2001; Anderlei ef al. 2004). La coexistencia de un
sistema nitrogenasa (sensible al oxigeno) y un metabolismo aerobio estricto en
Azotobacter vinelandii ha sido explicado por una alta tasa de respiracién para remover el oxigeno
de la superficie celular, un bajo estado redox intracelular (altas concentraciones de NADPH y
NADH), asi como un metabolismo eficiente en términos energéticos (Setubal ez al. 2009). Dado
que a altos volumenes de llenado la disponibilidad y la transferencia de oxigeno son menores con
respecto a bajos volumenes de llenado (Maier y Biichs 2001), bajo estas condiciones no se
suministro oxigeno suficiente a la bacteria desde el inicio del cultivo, por lo que la limitacion fue

mas evidente en los cultivos con 200 y 300 mL. Finalmente, y como se muestra en la figura 7.4,
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la VTO disminuy6 cuando se hubo agotado el sustrato limitante y termin6 el crecimiento celular

(Diaz-Barrera et al. 2007).
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Figura 7.4. Velocidad de transferencia de oxigeno en cultivos de A. vinelandii en matraces de
500 mL, a 200 rpm y 25 mm de diametro de agitacion a diferentes volimenes de
llenado.

En el cultivo con 100 mL se observo una zona caracteristica del crecimiento diduxico entre las 3
y las 30 h. Es posible que esto se deba al agotamiento de algin elemento traza (Fe, Mo, Mg, etc)
que impacten en el metabolismo respiratorio, pero que no se ve reflejado en el crecimiento; sin
embargo, se requieren de mas estudios para entender mejor las causas de la disminucion de la

VTO en esa zona.

7. 2. 3. Cinéticas de crecimiento, produccion de alginato y consumo de sacarosa

La figura 7.5a muestra la cinética de crecimiento de los cultivos con los tres distintos volimenes
de llenado evaluados. En el cultivo a 100 mL se alcanz6 una concentracion maxima de biomasa
(medida como peso seco) igual a 3.74 +0.57 g L' y la velocidad especifica de crecimiento fue
de 0.11+0.01 h™", lo cual es congruente con los valores reportados anteriormente para las
mismas condiciones de cultivo (Pefa et al. 2011). Al aumentar el volumen de llenado, ocurrié un
efecto negativo en el crecimiento celular al disminuir la VTO. Las velocidades especificas de

crecimiento para los cultivos a 200 y 300 mL fueron 0.09 + 0.00 h™' para ambos casos.
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Tal como sucedio con el crecimiento, al aumentar el volumen de llenado la sintesis del polimero
resulto afectada. En todos los cultivos la produccion de alginato ocurrid parcialmente asociada al
crecimiento, congruente con lo reportado anteriormente para matraces agitados (Reyes et al.
2003; Pefia et al. 2007). El cultivo a 100 mL alcanzé un méaximo de 5.89 £ 0.70 g L a las 72 h;
mientras que a 200 y 300 mL la méxima concentraciéon de alginato (a las 72 h) fue de
290+0.62gL" y 326+0.32gL" respectivamente (figura 7.5b). En términos de los
rendimientos de alginato en base a biomasa, para el cultivo con 100 mL se observd un
rendimiento de 1.14 +0.09 gx gx™', a 200 mL 048+0.07 gagx' y 0.61+0.15g, gx" a
300 mL. Bajo la condiciéon de 300 mL de volumen de llenado, ocurrié un incremento en el
rendimiento de alginato (Yx/s). Esto podria estar relacionado con el papel bioldgico del polimero
en Azotobacter vinelandii, ya que el alginato se produce como parte de la estructura del quiste
que se forma en condiciones de desecacion y en estos quistes se puede esperar limitacion por

oxigeno (Castillo et al. 2013; Priego-Jiménez et al. 2005).

Las concentraciones de sacarosa fueron determinadas a lo largo del tiempo de cultivo (figura
7.5¢), encontrando que en ninguna de las condiciones la produccién de biomasa o alginato estuvo
limitada por falta de este sustrato. Lo anterior sugiere que el crecimiento se detuvo debido al
agotamiento de algin otro nutriente presente en el medio de cultivo. Para los tres volimenes de
llenado se encontraron concentraciones finales muy similares, 8.24 +0.74 g L' para 100 mL,

6.42+1.82 g L' para 200 mL y 9.88 + 1.03 g L' para 300 mL.

A pesar de que no existieron diferencias significativas entre las concentraciones finales de
sacarosa y biomasa en cada cultivo evaluado, si las hubo en la produccion de alginato entre la
condicion de 100 mL y las otras condiciones evaluadas. Se sabe que Azotobacter vinelandii,
ademas de producir alginato produce PHB en condiciones de limitacion de oxigeno (Pena et al.
2011a), por lo que es posible que a bajas velocidades de transferencia de oxigeno (2.8 y
2.1 mmol L™ h™), haya existido un mayor flujo de la fuente de carbono hacia la produccion de

PHB con respecto a la condicion de 100 mL (Castillo ef al. 2013).
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Figura 7.5. Cinéticas de: crecimiento (a), produccion de alginato (b), consumo de sacarosa (c)
y pH (d) de cultivos de A. vinelandii a diferentes volimenes de llenado. Las lineas
continuas en los incisos a-c indican el ajuste a los modelos cinéticos.
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Por otro lado, se monitored el pH, encontrando a 100 mL una disminucién de 7.1 £0.0 a
5.4 £0.0, valores que coinciden con lo previamente reportado (Pena et al. 2007, 2011). En
contraste, los perfiles de pH para los cultivos a 200 y 300 mL son muy similares entre si, pero
distintos al perfil para 100 mL, en donde al final de cada cultivo el pH fue de 6.1 + 0.2 (figura

7.5d), lo cual es congruente con una menor produccion de acido alginico.

7. 2. 4. Capacidad viscosificante

La figura 7.6 muestra las curvas de viscosidad a 300 s vs concentracion del alginato producido
a diferentes volumenes de llenado agitados a 200 rpm. Las capacidades viscosificantes se
calcularon ajustando cada curva a un modelo exponencial (ecuacion 14, seccion 6.6.4). Los
valores encontrados demuestran que al incrementar el volumen de llenado del matraz y disminuir
la frecuencia de agitacion, disminuye el consumo de potencia y la capacidad viscosificante del
alginato obtenido se incrementé. La menor capacidad viscosificante, de 0.66 L g, se encontré
en la condicion de alta potencia (74 kW h m™), mientras que al disminuir este pardmetro (11 a
24 kW hm™), la capacidad viscosificante incrementé hasta 1.14 L g”'. Esto resulté congruente

con la prediccion del analisis tedrico (seccion 7.1) y con lo reportado por Pefia ef al. (2011).
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Figura 7.6. Relaciones viscosidad/concentracion de los caldos de cultivo de A. vinelandii en
matraces con diferentes volimenes de llenado agitados a 200 rpm.
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7. 3. Cultives de A. vinelandii en matraces agitados con 200 y 300 mL de volumen

de llenado y frecuencias de agitacion de 125y 150 rpm

Con los resultados del analisis teorico (seccion 7.1) se predijo que, a altos volimenes de llenado
(200 y 300 mL) y bajas frecuencias de agitacion (150 y 125 rpm) seria posible aumentar aun mas
la capacidad viscosificante del alginato con respecto a capacidad viscosificante encontrada bajo

las condiciones a 200 rpm.

7. 3. 1. Evolucion del consumo de potencia

En la figura 7.7 se muestra la evolucion del consumo de potencia y la viscosidad para cultivos de
A. vinelandii en matraces agitados de 500 mL, con diferentes volumenes de llenado y frecuencias
de agitacion. Al incrementar el volumen de llenado, de 100 a 300 mL, y disminuir la frecuencia
de agitacion, de 200 a 125 rpm, el consumo de potencia disminuy6 a valores muy cercanos a
cero (0.02 kW m™). Pliego (2014) observo que a bajas frecuencias de agitacion (alrededor de
100 rpm), cuando el movimiento del liquido es muy limitado, el diferencial entre las mediciones
con liquido y sélido es menor a la resolucion del sensor de torque (0.08 Ncm). Por lo tanto, a esta
condicion, el consumo de potencia medido se encontré muy cerca del limite de sensibilidad del
equipo de medicion. En este caso, tanto la transferencia de masa y el mezclado se afectaron
severamente; sin embargo, como se mostrard mas adelante, la bacteria pudo crecer bajo estas

condiciones.

En contraste, en el cultivo con 200 mL de volumen de llenado y 150 rpm, el perfil de potencia
fue lineal e incrementé desde 0.13 a 0.22 kW m™. En términos de la energia suministrada al
sistema por unidad de volumen (£), en el cultivo a 125 rpm con 300 mL se entregd una potencia
total igual a 0.4 kW hm™; mientras que en el cultivo a 150 rpm y 200 mL se entregaron
11 kW h m™, un valor muy similar a la condicién de 200 rpm y 300 mL de volumen de llenado

(tabla 7.2).
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Figura 7.7. Evolucion del consumo de potencia (linea continua) y la velocidad de corte
efectiva (linea discontinua) en cultivos de A. vinelandii en matraces de 500 mL
con 25 mm de didmetro de agitacion a diferentes volumenes de llenado y
frecuencias de agitacion (a). Evolucion de la viscosidad aparente (linea continua)
y el ntimero de fase (linea discontinua) en cultivos de 4. vinelandii (b).

Similar al cultivo con 200 mL a 200 rpm, en el cultivo con el mismo volumen de llenado agitado
a 150 rpm, la velocidad de corte efectiva disminuy6 desde 600 hasta 120 s™'. Ademas, los perfiles
de viscosidad fueron muy similares en ambos casos (figura 7.7b). Sin embargo, el consumo de
potencia de la condicion a 150 rpm fue mucho menor. Las diferencias se pueden atribuir debido
a los cambios en la frecuencia de agitacion, la cual afecta la distribucion del liquido dentro del

matraz. Al disminuir la frecuencia de agitacion disminuye la altura maxima del liquido y por lo
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tanto, el area de transferencia de momento (Biichs et al. 2007). Bajo esta condicion, el sistema se
encontrd “dentro de fase”, como lo demuestra el nimero P#, el cual fue superior a 1.60 durante

todo el tiempo de cultivo.

Tabla 7.2. Resumen de los consumos de potencia en matraces de 500 mL a diferentes frecuencias de
agitacion con distintos volumenes de llenado.

Volumen de  Frecuencia de P/V max E (KW h m'3)

llenado (mL) agitacién (KW m™)
(rpm)
100 200 1.60 74
200 200 0.62 24
200 150 0.22 11
300 200 0.30 12
300 125 0.02 0.4

Por otro lado, el cultivo con 300 mL a 125 rpm se caracterizo por velocidades de corte efectivas
desde 220 hasta 30s™. Con esta informacion, se calcularon viscosidades aparentes de 1 a
12 mPa-s. Estos valores, junto con la baja frecuencia de agitacion (125 rpm), explican los muy

bajos consumos de potencia observados en esta condicion.

Para poder comparar los perfiles de viscosidad obtenidos en las condiciones propuestas, se
evaluaron a una misma velocidad de corte (y = 300 s~1). En la figura 7.8 se puede observar que
la mayor viscosidad (37 mPa-s) se alcanzo en el cultivo desarrollado bajo el mayor consumo de
potencia (1.6 kW m™); por otro lado, en los cultivos desarrollados bajo consumos de potencia en
el rango de 0.62 a 0.22 kW m™, se alcanzaron viscosidades méaximas iguales a 30 mPa-s.
Finalmente, en los cultivos desarrollados a 300 mL y 125 rpm, se observaron muy bajas
viscosidades (7 mPa-s) en donde el consumo de potencia fue el minimo determinado en este

trabajo (0.02 kW m™).
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Figura 7.8. Evolucion de la viscosidad del caldo de cultivo de A. vinelandii bajo distintas
condiciones de operacion. Todos los valores son reportados a una velocidad de
corte igual a 300 s™.

7. 3. 2. Velocidad de transferencia de oxigeno

La figura 7.9 muestra la evolucion de la VTO en cultivos con 200 mL de volumen de llenado a
150 rpm y 300 mL de volumen de llenado a 125 rpm. En ambas condiciones, al igual que en los
cultivos desarrollados a 200 rpm, el organismo se encontrd limitado por oxigeno alcanzando una

VTOpmsx de 2.2 y 0.85 mmol L' h”, con 200 y 300 mL respectivamente (tabla 7.3).

Tabla 7.3. Resumen de las velocidades de transferencia de oxigeno maximas en matraces de 500 mL
a diferentes frecuencias de agitacion con distintos volimenes de llenado.

Volumen de  Frecuencia de VTOmax
llenado (mL) agitacion (mmol L' h™)
(rpm)

100 200 5.50

200 200 2.80

200 150 2.20

300 200 2.10

300 125 0.85
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Los decrementos en la VTO pueden explicarse, por un lado, por disminuciones en el consumo de
potencia, lo que afectd el transporte convectivo. Y por otra parte, por cambios en la distribucion
del liquido en el matraz, ya que al incrementar el volumen de llenado y disminuir la frecuencia
de agitacion, disminuy6 el radio del paraboloide que describe la distribucion del liquido, lo que

resulto en la reduccion de la interfase gas-liquido (figura 7.3).

= ~+ 100 mL
- 200 rpm
S —%—200 mL
E 150 rpm
S ——300 mL
= 125 rpm
N p
0 ; ; .
0 20 40 60 80

Tiempo de cultivo (h)

Figura 7.9. Velocidad de transferencia de oxigeno en cultivos de 4. vinelandii en matraces de
500 mL, a 25 mm de didmetro de agitacion, a diferentes frecuencias de agitacion y
con distintos volumenes de llenado.

En el cultivo con 200 mL a 150 rpm, la VTO increment6 a partir de las 36 h desde 1.65 a
2.2mmol L' h™. La transferencia de masa en la pelicula de liquido en la pared del matraz puede
describirse con la teoria de penetracion de Higbie bajo ciertas condiciones de operacion; sin
embargo, su validez depende sensiblemente del grosor de la pelicula y el tiempo de contacto
(Maier et al. 2004). La teoria de Higbie se deriva de la suposicion de un espacio semi-infinito, lo
que significa que sélo es aplicable cuando la profundidad de la penetracion es mucho menor
comparada con el grosor total de la pelicula de liquido (Higbie 1935). Giese et al. (2014a)
demostraron que a viscosidades mayores a 10 mPa-s, como en el caso del cultivo con 200 mL a
150 rpm, la teoria de Higbie no es aplicable. La VTO,,;x en un matraz agitado increment6 cuando
la viscosidad aument6 de 1 a 10 mPa-s. A viscosidades iguales a 80 mPa-s, la VTOp;x puede ser
mayor que a viscosidades iguales a las del agua. Esto se debe a que, a altas viscosidades, y por lo
tanto altos grosores de pelicula, la concentracion de oxigeno en la pared del matraz es muy

3 . . . . .,
cercana a 0 mol m™; contrario a lo que pasa a bajas viscosidades, donde la concentracion de
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oxigeno en la pelicula es mayor a 0 mol m™. Esto maximiza el gradiente de concentracion en la
interfase gas-liquido, lo que resulta en incrementos en la transferencia de oxigeno en la pelicula

del liquido (Giese et al. 2014a).

Tanto en los perfiles de viscosidad aparente (evaluados a la misma velocidad de corte

¥=300 s!, figura 7.8) y de transferencia de oxigeno, pueden distinguirse tres grupos: el primero
(AP), representado por los cultivos con 100 mL de volumen de llenado donde se alcanzaron una
alta potencia y elevadas viscosidades; un segundo grupo intermedio (PI), representado por los
cultivos con 200 y 300 mL de volumen de llenado a 200 y 150 rpm; y un tercer grupo de muy
baja potencia (MBP), representado por los cultivos con 300 mL de volumen de llenado a
125 rpm. Es importante notar que en el grupo intermedio se utilizaron distintas condiciones
operacionales que dieron por resultado respuestas muy similares, lo cual es indicador de que
independiente de la estrategia a seguir, la manipulacion de distintos parametros operacionales

puede dar lugar a areas de transferencia muy similares.

7. 3. 3. Cinéticas de crecimiento, produccion de alginato y consumo de sacarosa

En los perfiles cinéticos, al igual que en los perfiles de viscosidad y VTO, se pueden distinguir 3
grupos (figura 7.10). En el caso del cultivo con 200 mL a 150 rpm, la velocidad especifica de
crecimiento fue de 0.10 +0.00 h™', alcanzando concentraciones finales de biomasa y alginato
iguales a 4.11 £0.08 y 3.27 £ 0.52 g L™, respectivamente. Estos valores fueron muy similares a

los encontrados para los cultivos a 200 rpm con 200 y 300 mL (tabla 7.4).

Por otro lado, a muy bajos consumos de potencia (i.e. cultivo con 300 mL a 125 rpm) la bacteria
se encontrd bajo una alta limitacion de oxigeno (0.85 mmol L™ h™"), por lo tanto, el crecimiento y
la produccion de alginato resultaron afectados negativamente. La velocidad especifica de
crecimiento fue igual a 0.07 +0.00 h™', y la cantidad méxima de alginato producido fue igual a
1.64+0.23 gL' (figura 7.10b); sin embargo, el rendimiento fue mayor comparado con las
condiciones de intermedia y baja potencia. Como se menciond anteriormente, rendimientos
elevados de alginato para A. vinelandii han sido reportados bajo condiciones de limitacion de
oxigeno y nutrientes, los cuales pueden ser respuesta de la bacteria para sobrevivir en ambientes

adversos (Castillo et al. 2013; Priego-Jiménez et al. 2005) (figura 7.11).
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Figura 7.10. Cinéticas de: crecimiento (a), produccion de alginato (b), consumo de sacarosa (c)
y pH (d) de cultivos de Azotobacter vinelandii a diferentes volimenes de llenado
y frecuencias de agitacion. Las lineas continuas en los incisos a-c indican el ajuste
a los modelos cinéticos.
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Figura 7.11. Rendimiento de alginato con respecto a la biomasa en funcién de la energia
suministrada al matraz.

El consumo de sacarosa, en el cultivo con 200 mL a 150 rpm la sacarosa residual (72 h) fue igual
a 1029+ 1.29 g L' (figura 7.10c). Estos valores coinciden con los encontrados en los cultivos
desarrollados PI (24 y 12kWh m~). En este grupo se observaron perfiles de viscosidad,
crecimiento, produccion de alginato y consumo de sacarosa similares. Esto sugiere que bajo esas
condiciones, no hubo diferencias en la movilizacion de la fuente de carbono hacia las diferentes
vias metabolicas en A. vinelandii, probablemente debido a que las velocidades de transferencia

de oxigeno fueron similares.

Tabla 7.4. Resumen de los parametros cinéticos de los cultivos de A. vinelandii a diferentes
volimenes de llenado y frecuencias de agitacion.

E VTO p (hh Algmax Yax
(KW h m™) (mmol L) producido (g, g™
(gaL™)

74 190 0.11£0.01 5.89+0.70 1.14+0.09
24 153 0.09+0.00 290+0.62 0.48+0.07
11 129 0.10£0.00 327+0.52 0.68+0.14
12 133 0.09+0.00 3.26+0.32 0.60+0.15
0.4 54 0.07+0.00 1.64+0.23 0.90+0.09
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En contraste, la concentracion final de sacarosa (72 h) en el cultivo con 300 mL a 125 rpm, fue
igual a 15.74+0.70 gL (figura 7.10c). El menor consumo de sacarosa observado en esta
condiciéon fue congruente con menores producciones de biomasa y alginato. Debido a esto, la
produccion de acidos organicos asociados al metabolismo disminuy6 considerablemente, lo que

resultd en un decremento minimo de pH de 7.05 + 0.05 hasta 6.69 + 0.04 (figura 7.10d).

7. 4. Viscosidad de caldos de cultivo y alginato reconstituido producido por

A. vinelandii en matraces agitados

La figura 7.12 muestra las curvas de viscosidad vs concentracion del alginato producido en las
condiciones evaluadas en este trabajo. La menor capacidad viscosificante (0.66 L g"') se
encontro en la condicion de AP. En contraste, las mayores capacidades viscosificantes (1.00 a
1.14 L g'l) se observaron bajo las condiciones de PI, con VTO similares (2.1 a
2.8 mmol L' h™). A muy bajos consumos de potencia, y VTO, la viscosidad alcanzada por el
caldo de cultivo fue baja y no se pudo realizar un ajuste exponencial (constante de correlacion

r2 < 0.90).

En la figura 7.13 se puede observar la capacidad viscosificante (CV) en funciéon del consumo
total de potencia (E). La capacidad viscosificante es inversamente proporcional a la energia

entregada al sistema, de acuerdo con Pefia ef al. (2011).
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Figura 7.12. Relaciones viscosidad/concentracion de los caldos de cultivo de 4. vinelandii en
matraces agitados a diferentes volimenes de llenado y frecuencias de agitacion.
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Figura 7.14. Capacidad viscosificante (CV) en funcion del consumo de potencia (E). En azul
se muestran los valores generados en este trabajo; en blanco se muestran datos
de Pena et al. (2011).
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Figura 7.13. Viscosidad aparente de soluciones de alginato reconstituido obtenido bajo
distintas condiciones de operacion en matraces agitados.

Adicionalmente, se determiné la viscosidad del alginato reconstituido en soluciones con medio
de cultivo para evaluar bajo las mismas condiciones de pH (figura 7.14). Como se puede
observar, de acuerdo con reportes anteriores (Pefa et al. 2006, 2007), la relacion de viscosidad
vs concentracion de alginato reconstituido sigue una tendencia lineal. Al igual que las
capacidades viscosificantes de los caldos de cultivo, las mayores viscosidades corresponden al
alginato obtenido a bajos consumos de potencia (11 y 12 kW hm™), lo cual sugiere que ambos
productos poseen caracteristicas quimicas similares. Por otro lado, contrario a la capacidad
viscosificante del caldo de cultivo desarrollado a 24 kW hm™, la viscosidad del alginato

reconstituido es menor a la de las condiciones mencionadas anteriormente, asi como el alginato
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producido a MBP, cuya solucion gener6 muy bajas viscosidades en comparacion al sintetizado
bajo potencias mayores. Una vez ajustado el pH, el efecto de la viscosidad se debe a las
caracteristicas quimicas del alginato (peso molecular, acetilacion y relacion M/G). Bajo
condiciones de PI, no hubo diferencias significativas en el peso molecular ni el grado de
acetilacion (seccion 7.5), por lo que es posible que los cambios en la viscosidad de las soluciones
de alginato reconstituido se deban a diferencias en la relacion y organizacion monomérica. La
distribucion de los mondémeros en una cadena de alginato no puede describirse estadisticamente,
por lo que no es suficiente conocer la composicion monomérica del alginato para determinar la
estructura o las propiedades del polimero (Skjak-Braek y Draget 2012). Por otro lado, estudios
de difraccion de rayos X han demostrado que los residuos de guluronato en bloques
homopoliméricos se encuentran en conformacion 1C4, mientras que los residuos de manuronato
se encuentran en conformacion *Cy. Por lo tanto, el alginato contiene los cuatro enlaces
glucosidicos posibles: diecuatorial, diaxial, ecuatorial-axial, y axial-ecuatorial (figura 7.15). El
enlace diaxial entre los bloques G resulta en una rotacion obstaculizada alrededor del enlace
glucosidico, lo que puede dar lugar a cadenas de alginato mas extendidas y fuertes. Ademas, las
repulsiones electrostaticas entre los grupos cargados del polimero pueden incrementar la

extension de la cadena y, por lo tanto, su viscosidad (Skjak-Braek y Draget 2012).

-ooc @ -ooc -ooc
m, m -OH
~ OH
-ooc

Figura 7.15. Estructura conformacional del alginato. Posibles enlaces glucosidicos: diaxial
(GG) (a); axial-ecuatorial (GM) (b); diecuatorial (MM) (c); ecuatorial-axial
(GM) (d). Skjak-Braek y Draget 2012.
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7.5. Caracteristicas quimicas del alginato producido en matraces agitados por

A. vinelandii

Las propiedades reologicas del alginato dependen principalmente del peso molecular (PMP), el
grado de acetilacion y la relacion M/G (Clementi 1997; Pefia et al. 2006; Pefa et al., 2011;
Skjak-Braek y Draget 2012). Varios autores han descrito el efecto positivo de la limitacion de
oxigeno en el peso molecular y el grado de acetilacion del alginato (Pefa et al., 1997; Diaz-
Barrera et al., 2007; Pefia et al., 2011; Flores et al., 2013; Castillo et al., 2013). Este fendémeno
puede explicarse como resultado de distintos cambios metabolicos que favorecen los procesos de
polimerizacion y acetilacion del alginato. En este sentido, los cultivos evaluados en este trabajo
se desarrollaron en condiciones de muy bajo consumo de potencia, y por lo tanto, de limitacion

de oxigeno, con valores de VT O,y entre 0.85 y 5.5 mmol |

Entre los cultivos desarrollados a 12 y 74kW hm™, se encontraron las diferencias mas
importantes en la capacidad viscosificante. Como se puede observar en la figura 7.16, el peso
molecular promedio, al igual que la CV, es inversamente proporcional a la potencia. En los
cultivos desarrollados a 74 kW h m™ el peso molecular fue igual a 1760 + 95 kDa, al disminuir el
consumo de potencia a un rango entre 0.4 y 12 kW h m™, el peso molecular incremento a valores
alrededor de 2200 + 200 kDa. Con similitud a estos resultados, Pefia et al. (2011) reportaron
incrementos en el PMP del alginato producido en cultivos desarrollados a 74 y 15kW h m”,

desde 1750 + 50 a 1880 + 40 kDa.
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Figura 7.16. Peso molecular promedio y grado de acetilacion del alginato en funcién del
consumo de potencia (F).
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Por otro lado, no hubo diferencias significativas en el grado de acetilacion en los cultivos
evaluados entre 11 y 74kWhm>, con valores entre 2.60+0.60 y 3.00+0.37 %,
respectivamente. Estos valores se encuentran dentro del rango de acetilacion reportado para
cultivos bajo condiciones de limitacion de oxigeno (Castillo et al. 2013); sin embargo, no se
encontrd el incremento reportado por Pena ef al. (2011) desde 3.5+ 0.3 a 5.8 0.3 % para
cultivos desarrollados a 74 y 15 kW hm™, respectivamente. En contraste, en los cultivos
desarrollados a la maés baja potencia (0.4 kW hm™), el grado de acetilacion de los alginatos
disminuy6 hasta 1.90 + 0.45 %. Se ha propuesto que bajo condiciones de limitaciéon de oxigeno,
el flujo de acetil-CoA se dirige hacia la produccion de PHB y la acetilacion del alginato (Castillo
et al. 2013). Es posible que bajo la condicion de menor VT Oy, €l acetil-CoA se haya utilizado
principalmente para la produccion de PHB, disminuyendo su disponibilidad para la acetilacion

del alginato.

7. 6. Escalamiento en biorreactor

En la ultima etapa de este proyecto, se propuso realizar el escalamiento de la produccion de
alginato con una alta capacidad viscosificante de matraz a fermentador de 3.0 L. El consumo de
potencia es uno de los parametros operacionales mas importantes, especialmente en cultivos de
reologia compleja, ya que estd relacionado con la hidrodindmica del sistema, el mezclado y la
transferencia de masa (Biichs et al. 2000a, 2001). Existen reportes de escalamiento exitoso de
matraz a fermentador utilizando como criterio de escalamiento la potencia volumétrica (Cull et
al. 2002; Rocha-Valadez et al. 2006; Pefia et al. 2008; Gamboa-Suasnavart ef al. 2013). Ademas,
en este trabajo, se demostré que a bajos consumos de potencia (11 kW h m™), es posible obtener
alginato de alta capacidad viscosificante (0.9 a 1.1). Por estas razones, se propuso utilizar el

perfil de consumo de potencia como criterio de escalamiento.

La condicidon seleccionada para el escalamiento fue donde se obtuvo la mayor capacidad
viscosificante del alginato producido en matraces agitados, en el intervalo de condiciones
evaluadas en este trabajo. Por lo tanto, el perfil de potencia obtenido en matraces con 300 mL de

volumen de llenado a 200 rpm, que va desde 0.09 a 0.30 kW m™, se reprodujo en un fermentador
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incrementando la frecuencia de agitacion de 320 a 500 rpm (velocidades que se determinaron

con el algoritmo propuesto en la seccion 6.5).

En la figura 7.17 se presentan los perfiles de potencia del cultivo en fermentador y del cultivo en
matraces agitados con 300 mL de volumen de llenado agitados a 200 rpm. Para reproducir el

consumo de potencia se increment6 la frecuencia de agitacion.

0.50 550
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040 1 P/Vreactor
o, - 450
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80
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Figura 7.17. Cambios en la frecuencia de agitacion en el biorreactor de 3 L para reproducir el
perfil de potencia de matraces agitados.

En la figura 7.18a se muestra el perfil de tension de oxigeno disuelto (TOD) en el biorreactor de
3 L. El perfil de TOD coincide con informacién previamente reportada para cultivos de A.
vinelandii en biorreactor sin control de TOD (Diaz-Barrera et al. 2007; Millan 2006), en donde
generalmente se distinguen 3 etapas. La fase de adaptacion (hasta las 7 h), en donde rapidamente
el oxigeno disuelto disminuye a valores cercanos a cero, lo anterior como resultado de la alta tasa
de consumo de oxigeno, caracteristico de esta bacteria (Diaz-Barrera et al. 2007; Millan 2006;
Castillo et al. 2013). En la segunda fase, la TOD permanecié constante en valores cercanos a
0 %, es decir, en limitacion de oxigeno (Castillo et al. 2013), esto coincidid con la fase de
crecimiento de A. vinelandii. Finalmente, al iniciar la fase estacionaria, la velocidad de
respiracion de la bacteria disminuyd y la TOD se incrementd (62 h). A partir de las 46 h
ocurrieron incrementos en la TOD, esto se puede deber a que la reologia del caldo de cultivo
cambid, lo que podria dar lugar a un mezclado deficiente y, por lo tanto, lecturas incorrectas en

el sensor de O,.

61



100.0

7. Resultados y discusion

---- Reactor
80.0

60.0

40.0

TOD (%)

20.0

0.0
7.5

()

6.5

pH

W
W
T

(b)

el
o

o
o

OReactor
@ Matraz

w ok
o o

>
o

Biomasa (g L)

(©)

Alginato (g L)

(@

Tiempo de cultivo (h)

80

Figura 7.18. Perfil de TOD (a), pH (b), cinética de crecimiento (¢) y de produccion de
alginato (d) en fermentador de 3 L y matraz agitado con 300 mL agitado a 150

rpm con cultivos de 4. vinelandii.

62



7. Resultados y discusion

El pH en el biorreactor (figura 7.18b) disminuy6 de 7.0 a 5.7 debido a la produccion de acido
alginico, similar a lo ocurrido en los cultivos en matraces agitados. En la figura 7.18 se muestran
la produccion de biomasa (c) y alginato (d) en el biorreactor de 3 L. En el escalamiento se
lograron obtener tendencias muy similares en produccion de polimero. Al final del cultivo (70 h)
se alcanz6 una concentracién maxima de biomasa igual a 4.4 g L. En términos de la produccion
de alginato, se alcanzaron 3.7 g L al final del cultivo. Existen reportes (Diaz-Barrera et al.
2007, 2009; Pena et al. 2011) que demostraron que el crecimiento celular y la produccion de
alginato son funcion de la VTO. Era posible que al igualar el perfil de consumo de potencia entre
el matraz agitado y el fermentador, ocurrieran también condiciones similares de transferencia de
oxigeno, como se puede observar en el perfil de TOD, el cultivo en biorreactor, al igual que los

cultivos en matraces, se desarroll6 bajo limitacion de oxigeno.

Por otro lado, se encontr6 una capacidad viscosificante de 0.94 L g’l, en donde, a
concentraciones de alginato alrededor de 3.5 g L™ se alcanzaron viscosidades iguales a 34 mPa-s
(figura 7.19). Estos valores fueron equivalentes a los obtenidos en matraces agitados
desarrollados a potencias de 11 kW h m™. En el fermentador, el peso molecular promedio fue de
1760 kDa, y el grado de acetilacion fue 2.42 %, ambos valores se encontraron dentro del

intervalo determinado en los matraces agitados.
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Figura 7.19. Capacidad viscosificante de los caldos de cultivo de A. vinelandii en matraces
agitados y fermentador de 3 L.
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La informacion generada en este proyecto contribuye al entendimiento de los fendémenos de
transporte e hidrodinamicos que ocurren dentro de un matraz agitado bajo diferentes condiciones
operacionales, y como éstos pueden determinar el comportamiento de un cultivo bacteriano. Los
resultados indican que la capacidad viscosificante del alginato, producido en cultivos de
Azotobacter vinelandii, estd influenciada por el consumo de potencia y, por lo tanto, por la

velocidad de transferencia de oxigeno.

Desde el punto de vista tecnoldgico, este estudio proporciona un acercamiento para entender el
escalamiento del proceso de produccion de alginato, con la posibilidad de utilizar esta
informacion en la implementacion de distintas estrategias de cultivo que permitan mejorar la

produccion y/o calidad del polimero.
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8. CONCLUSIONES

En este trabajo se logrd caracterizar el consumo de potencia y la transferencia de oxigeno
en cultivos de Azotobacter vinelandii en matraces agitados, en una regiéon de baja

potencia, la cual no habia sido estudiada hasta el momento.

Los cultivos de A. vinelandii en matraces con volimenes de llenado de 200 y 300 mL
agitados a 150 y 125 rpm respectivamente, generaron consumos de potencia de 0.4 a

11 kW h m” y velocidades de transferencia de oxigeno de 0.85a 2.8 mmol L™ h™",

Estas condiciones de baja potencia y transferencia de oxigeno tienen un efecto negativo
sobre el crecimiento celular y la produccion de alginato de A. vinelandii, debido a la

limitacion de oxigeno.

La capacidad viscosificante del alginato producido por A. vinelandii, en estas condiciones
de baja potencia y limitacion, se incrementa significativamente de 0.66 a 1.14 L g,
debido al incremento en el peso molecular del polimero (de 1760+95 a

2200 + 200 kDa).

Utilizando el consumo de potencia como criterio de escalamiento, es posible producir
alginato de alta capacidad viscosificante (0.94L g') en un biorreactor, similar al

polimero obtenido en matraces.
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9. PERSPECTIVAS

Es recomendable medir el consumo de potencia y la velocidad de transferencia de
oxigeno en el biorreactor de tanque agitado para entender cual de estos parametros

determina el escalamiento de la produccion de alginato de alta capacidad viscosificante.

Existen reportes en donde se ha encontrado que el peso molecular es inversamente
proporcional a la velocidad especifica de crecimiento (Priego et al. 2005; Diaz-Barrera et
al. 2009, 2010). Considerando que en este trabajo el rango de velocidades de crecimiento
estudiado fue de 0.07 a 0.11, seria conveniente evaluar velocidades de crecimiento
menores, en sistemas tipo quimiostato en condiciones de baja P/V y/o VTO, para tratar de

incrementar el peso molecular.
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