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RESUMEN 

 

El objetivo de este trabajo consistió en evaluar la capacidad viscosificante de soluciones de 

alginato, así como las características químicas del polímero (peso molecular y grado de 

acetilación), producido por Azotobacter vinelandii en matraces agitados sometidos a bajos 

consumos de potencia, condiciones que no habían sido estudiadas hasta ahora. Adicionalmente, 

se implementó una estrategia de escalamiento a biorreactor, basada en la simulación del perfil de 

potencia determinado en matraces agitados.  

En la primera etapa del proyecto se encontró que incrementando el volumen de llenado, desde 

100 a 300 mL, y disminuyendo la frecuencia de agitación (de 200 a 125 rpm) en matraces de 

500 mL sin bafles, el consumo de potencia (P/V) y la velocidad de transferencia de oxígeno 

máxima (VTOmáx) disminuyeron significativamente, a valores de 74 a 0.4 kW h m-3, y 5.5 a 

0.85 mmol L-1 h-1; respectivamente. Bajo estas condiciones, el microorganismo se desarrolló 

bajo limitación de oxígeno. Como consecuencia de lo anterior, tanto la velocidad específica de 

crecimiento como la producción de alginato resultaron afectadas (0.11 a 0.07 h-1, y 5.9 a 

1.6 g L-1; respectivamente).  

Desde el punto de vista de las características del alginato, al disminuir el consumo de potencia, 

de 74 a 11 kW h m-3, se obtuvo la mayor capacidad viscosificante del polímero, cuyo valor 

incrementó de 0.66 a 1.14 L g-1. Estos cambios se debieron principalmente, a diferencias en el 

PM. Al disminuir la potencia, el PM incrementó desde 1760 ± 95 a 2200 ± 200 kDa. 

Finalmente, se llevó a cabo el escalamiento de la producción de alginato utilizando como criterio 

la reproducción de un perfil de potencia (determinado en matraz) en un biorreactor de 3 L. El 

perfil de potencia siguió una tendencia lineal de 0.09 a 0.30 kW m-3, y se reprodujo en el 

biorreactor a través de incrementos en la frecuencia de agitación de 320 a 500 rpm. Esta 

estrategia permitió obtener alginato de alta capacidad viscosificante (0.94 L g-1), con 

características similares al polímero sintetizado en matraces (1760 kDa en peso molecular y 

2.4 % en grado de acetilación).  
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1. INTRODUCCIÓN 

 

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 supervisión. Sin embargo, en el campo de la 

biotecnología, pocas veces han sido caracterizados desde un punto de vista de ingeniería (Suresh 

et al. 2009; Klöckner y Büchs 2012). La selección de las condiciones de cultivo adecuadas es de 

vital importancia en reactores de pequeña escala utilizados en las primeras etapas de desarrollo 

de un bioproceso; para lograrlo, es necesario entender los fenómenos básicos que ocurren dentro 

de un biorreactor y contar con información cuantitativa sobre las condiciones físicas que rigen un 

cultivo (Büchs 2001). Además, es deseable encontrar un método directo de escalamiento de 

matraz agitado a fermentador para disminuir los costos y el período de investigación (Sumino et 

al. 1993). El consumo de potencia específico representa uno de los parámetros más importantes 

en el desempeño de los matraces agitados, especialmente en cultivos altamente viscosos, ya que 

está relacionado con el consumo de oxígeno, el grado de remoción de dióxido de carbono, el 

mezclado y la hidrodinámica del sistema (Büchs et al. 2000a, 2001).  

En la Universidad Tecnológica de Aachen en Alemania, el grupo del profesor Büchs ha 

desarrollado técnicas para medir en línea el consumo de potencia específica en matraces agitados 

y la velocidad de transferencia de oxígeno (Büchs et al., 2000 a y b; Anderlei y Büchs, 2001). 

Mediante el uso de un equipo de medición 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. Además, se ha reportado que 

modificando los parámetros operacionales (velocidad de agitación, volumen de llenado, diámetro 

de agitación, etc.) es posible cambiar el consumo de potencia y la velocidad de transferencia de 

oxígeno. Al incrementar la velocidad de agitación, 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 

(Büchs et al. 2000a, Maier y Büchs 2001).  

Los alginatos son polisacáridos constituidos por ácido β-D-manurónico y α-L-gulurónico. Estos 

biopolímeros 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 más 

importantes de los alginatos es su uso como agentes viscosificantes en las industrias de 

alimentos, textil, farmacéutica y biotecnológica (Galindo et al. 2007; Lee y Mooney 2012). En 

nuestro grupo de investigación se han realizado estudios sobre la capacidad viscosificante de los 

alginatos producidos en matraces agitados con cultivos de Azotobacter vinelandii (Peña et al. 

1997, 2007, 2011; Reyes et al. 2003). La capacidad viscosificante está definida como la 

viscosidad generada por unidad de concentración de alginato, y depende del peso molecular, el 

grado de acetilación y relación de residuos M/G del alginato (Galindo et al. 2007; Peña et al. 

2011). En estos estudios, se ha encontrado que, a bajos consumos de potencia (1.4 a 

0.23 kW m-3), y por lo tanto, a bajas velocidades de transferencia de oxígeno (6.0 a 

2.6 mmol L-1 h-1), se incrementa, tanto el peso molecular (1750 a 1880 kDa) como el grado de 

acetilación del alginato (3.5 a 5.8 %). Estos cambios en ambas características químicas tienen 

como consecuencia un incremento en la capacidad viscosificante del alginato (Peña et al. 2011). 

Sin embargo, la información disponible en matraces agitados es limitada y restringida a un 

intervalo de condiciones operacionales (Peña et al. 2011), por lo que se requieren más 

evaluaciones para entender los fenómenos que ocurren dentro de los matraces agitados y el 

efecto que tienen en la producción de polisacáridos. 

El objetivo de este proyecto fue estudiar la capacidad viscosificante, así como las propiedades 

químicas del alginato (peso molecular y grado de acetilación) producido en regiones de bajo 

consumo de potencia, manipulada a través de incrementos en el volumen de llenado y 

decrementos en la frecuencia de agitación de los matraces agitados, estrategia que además 

permitió 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 más utilizados en la biotecnología gracias a su simple y 

práctico diseño, lo cual permite que en estos sistemas se puedan llevar a cabo experimentos 

simultáneos con muy poca supervisión y a bajo costo (Büchs 2001; Suresh et al. 2009; Klöckner 

y Büchs 2012). La variedad de tareas en las cuales los matraces son aplicados es muy amplia e 

incluye el establecimiento de condiciones básicas de proceso, selección de cepas, desarrollo de 

medios de cultivo, evaluación de parámetros cinéticos, etc. (Büchs 2001). 

Los matraces poseen una alta relación superficie/volumen, transferencia eficiente de calor y 

masa, y mezclado eficiente, características que permiten controlar de forma precisa una reacción, 

con la posibilidad de mejorar la conversión, selectividad y rendimientos del producto deseado 

(Suresh et al. 2009). Entre los factores determinantes del desempeño de los matraces se deben 

considerar el tipo de matraz y su geometría, tamaño (volumen nominal), número y tamaño de 

bafles (si los hay), propiedades de la pared interna del matraz, diámetro de agitación, volumen de 

llenado y frecuencia de agitación (Büchs 2001; Anderlei y Büchs, 2001). Los matraces con 

bafles permiten incrementar la transferencia de oxígeno a bajas frecuencias de agitación. Sin 

embargo, su tamaño y forma no son reproducibles, generan regímenes de flujo caóticos y 

complicados y pueden llegar a ocasionar que se moje el tapón, lo que da lugar a problemas de 

contaminación y transferencia de oxígeno (Büchs 2001). Lo anterior puede evitarse mediante el 

uso de matraces convencionales (sin bafles), que además poseen la ventaja, sobre cualquier otro 

tipo de biorreactor, de tener un área de transferencia gas-líquido fácil de determinar (Büchs 

2001; Büchs et al. 2007). 

Por otro lado, se han desarrollado metodologías para medir (y calcular) diversos parámetros 

ingenieriles tales como el consumo de potencia (Büchs et al. 2000a y b), la transferencia de 

oxígeno (Anderlei y Büchs 2001; Anderlei et al. 2004), el estrés hidromecánico (Büchs y Zoels 

2001; Peter et al. 2006) y la distribución de líquidos dentro del matraz (Büchs et al. 2007; Maier 

y Büchs 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 parámetros esenciales para 

especificar condiciones de cultivo de microorganismos en matraces y biorreactores agitados. Está 

definido como la potencia total introducida al biorreactor que genera el fluido del líquido y el 

mezclado, y es disipada como calor que resulta de la fricción del flujo del fluido con el reactor 

(Klöckner y Büchs 2011). El estrés hidromecánico, el mezclado y la transferencia de masa y 

calor están directamente relacionados con el consumo de potencia, por lo tanto, es uno de los 

parámetros cruciales para la optimización 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 operación usadas para cultivos de 

bacterias y levaduras (1 a 10 kW m-3), 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 está definido con el número modificado de Newton (Ne’) 

(Büchs et al. 2000a):  

    
 

          
   

 (Ec. 1) 

Donde P es la potencia mecánica,  es la densidad, n la frecuencia de agitación, d el diámetro del 

matraz y VL el volumen de llenado. 

En matraces agitados, el número de Newton puede describirse como función del número de 

Reynolds (Re) (ecuación 2). Para flujo turbulento en matraces agitados sin bafles, la correlación 

                (CR representa una constante de proporcionalidad, Schlichting 1979) puede 

utilizarse. En el caso de fluidos de viscosidades elevadas, puede ocurrir flujo en régimen de 

transición e incluso laminar, para lo cual se introducen términos para flujo laminar (Re-1) y de 

transición (Re-0.6). La ecuación 3 se ajustó con datos experimentales de matraces agitados de 

25 mL a 5 L con volumen nominal de llenado del 2 al 40 %, usando el método de mínimos 

cuadrados (Büchs et al. 2000b). A bajas viscosidades (1 a 10 mPa·s) el líquido es impulsado en 

la dirección de la aceleración centrifuga dentro del matraz, es decir, “dentro de fase”. 
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Experimentalmente se determinó que los puntos que se encuentran “dentro de fase” están 

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

   
      

 
 

(Ec. 2) 

                                 (Ec. 3) 

   
       

  

     
         

 
  

      
         

    

 
   

      
         

    

              
(Ec. 4) 

Donde  es la densidad, n la frecuencia de agitación, d el diámetro del matraz, η la viscosidad, c 

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

un valor de 0.1. 

 

 

Figura 2.1. Número modificado de Newton (Ne') en matraces agitados como función  del 
número de Reynolds (Re) para diferentes volúmenes de matraces, viscosidades 
(1.0 a 200 mPas), diámetros de agitación (25-50mm), y frecuencias de agitación 
(80 a 400 rpm). (Büchs et al. 2000b). 
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2. 2. 1. Parámetros que afectan el consumo de potencia en matraces agitados 

Parámetros operacionales como el volumen de llenado, la frecuencia y el diámetro de agitación, 

y el tamaño del matraz influyen directamente sobre el consumo de potencia en matraces agitados 

(Büchs et al. 2000a). Por lo tanto, se evaluó 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 

agitación de 100 a 380 rpm (figura 2.2). Se encontró que el consumo de potencia aumenta al 

incrementar la frecuencia de agitación; por otro lado, al incrementar el volumen de llenado, el 

consumo de potencia disminuye, debido a que el área de fricción entre la pared interna del 

matraz y el líquido no aumenta de forma proporcional al volumen de llenado (Büchs et al. 

2000a). 

 

En este estudio también se realizaron experimentos variando el tamaño del matraz (100 a 

2000 mL) y usando dos diferentes diámetros de agitación (25 y 50 mm). Los resultados 

demostraron que en líquidos de baja viscosidad, el diámetro de agitación no influye 

significativamente en el consumo de potencia; sin embargo, a la misma frecuencia de agitación, 

el consumo de potencia aumenta de manera proporcional al diámetro del matraz, debido a que la 

velocidad relativa entre el líquido y la pared interna del matraz aumenta. Las propiedades de la 

 

Figura 2.2. Consumo de potencia en matraces hidrofílicos (fabricados de vidrio) de 250 mL  a 
diferentes frecuencias de agitación y volúmenes de llenado, diámetro de agitación de 
25 mm. Adaptado de Büchs et al. 2000a. 
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superficie del matraz (hidrofóbica o hidrofílica) no influyen significativamente sobre el consumo 

de potencia (Büchs et al. 2000a). 

 

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

Al incrementar la viscosidad del fluido, la fricción entre el líquido 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 líquido muestra un retraso 

en relación con la dirección de la aceleración centrífuga (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 máxima que alcanza el líquido dentro del matraz. Bajo esta condición, solo una fracción 

pequeña del líquido gira con la pared del matraz por lo que el consumo de potencia disminuye 

significativamente. Este fenómeno se denominó como “fuera de fase” (figura 2.3) (Büchs et al. 

2000b).  

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

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

   
 

  

 
 
 

 
 

      

 
 
 
 
 
      

 

  

 

 

 
 
     

 

 
 
  

   

 
 

 

 

 
 

 

 
 
 
 
 

 
 
 

 
 

 

(Ec. 5) 

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

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

Volúmenes de llenado bajos, números y tamaños de bafles elevados, frecuencias y diámetros de 

agitación bajos, diámetros internos de matraces altos y viscosidades elevadas, generalmente 

aumentan la probabilidad de operar “fuera de fase” (Büchs et al. 2000a y b; Büchs et al. 2001). 

Cuando ocurre el fenómeno “fuera de fase”, la transferencia de oxígeno y la intensidad de 

mezclado disminuyen significativamente. Como consecuencia, los cultivos pueden desarrollarse 

bajo limitación de oxígeno y, por lo tanto, generar una presión de selección hacia caldos de 

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

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

 

 

2. 3.  Transferencia de oxígeno en  matraces agitados 

La velocidad de transferencia de oxígeno (VTO) es uno de los parámetros más apropiados para 

describir de manera cuantitativa el estado fisiológico de un cultivo de microorganismos 

aeróbicos, debido a que la mayoría de las actividades metabólicas dependen del consumo de 

oxígeno. La limitación de oxígeno o de algún sustrato, las inhibiciones por productos, el 

crecimiento diaúxico y otras respuestas biológicas pueden descubrirse observando el curso de la 

VTO durante un cultivo (Anderlei y Büchs 2001).  

La transferencia de masa en un matraz agitado es determinada por la resistencia del tapón y, en 

mayor proporción, por la resistencia de la interfase gas-líquido. La resistencia debida al tapón 

depende, principalmente, de la geometría del cuello del matraz y en menor medida del material y 

densidad del tapón (Mrotzek et al. 2001). 

 

Figura 2.3. Distribución de líquido dentro de matraces agitados de 250 mL con un diámetro de 
agitación 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). Büchs et al. 2000b. 
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La velocidad de transferencia de oxígeno (VTO) en la interfase gas-líquido puede definirse 

como: 

               (Ec. 6) 

   es la concentración de saturación de oxígeno en el líquido en equilibrio con la fase gaseosa.  

  es la concentración de oxígeno disuelto en el líquido. El coeficiente de transferencia de masa 

(kL) depende del coeficiente de difusión, el cual a su vez, depende del sistema químico. El área 

específica de transferencia (a) en el matraz es determinada por la interfase gas-líquido y es 

afectada por los parámetros operacionales y la viscosidad de la solución (Maier y Büchs, 2001).  

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

(Maier y Büchs, 2001; García-Ochoa y Gomez, 2009): 

- Concentración de biomasa 

- Velocidad de consumo de oxígeno 

- Parámetros geométricos (forma y diámetro del matraz)  

- Condiciones de operación (frecuencia de agitación, diámetro de agitación y volumen de 

llenado) 

- Propiedades físicas: 

· Propiedades de la superficie del matraz (hidrofóbica/hidrofílica) 

· Propiedades fisicoquímicas del fluido (viscosidad, solubilidad y difusividad de 

oxígeno) 

Maier y Büchs (2001) demostraron que el área relevante de transferencia de masa (a) dentro de 

un matraz abarca el área de transferencia de la superficie del líquido y el área de la película que 

se forma en la pared del matraz. En matraces hidrofóbicos, donde no se forma una película de 

líquido en la pared interna del matraz, la VTO es significativamente menor comparada con los 

valores encontrados para matraces hidrofílicos (Maier y Büchs, 2001). 
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2. 4.  Estructura, propiedades y aplicaciones de los alginatos 

Los alginatos son polisacáridos constituidos por cantidades variables de ácido β-D-manurónico y 

su epímero C5, el ácido α-L-gulurónico unidos por enlaces glucosídicos 1-4. Los monómeros 

están 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 

copolímeros 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 

acetilación influyen en las características físicas y reológicas del polímero (Galindo et al. 2007; 

Sabra et al. 2001). 

 

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

Desde el punto de vista de las aplicaciones, las características más 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 reacción química (Galindo et al. 2007; Lee y Mooney 2012; McHugh 

2003). Gracias a que los alginatos son biocompatibles, no tóxicos, 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 producción 

 

Figura 2.4. Estructura química de los monómeros que componen el alginato. M, ácido 
manurónico; G, ácido gulurónico; Ac, grupo acetilo. (Peña et al. 2011a). 
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de alimentos, o para inmovilizar células en las industrias farmacéutica y biotecnológica (tabla 

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

Tabla 2.1. Aplicaciones de los alginatos (Draget et al. 2005; Lee y Mooney 2012; Millán 2006; FMC 
2014). 

Aplicación Función 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 panificación, postres). 

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

Farmacéutica Emulsificante y espesante (jabones y lociones). 

Agente desintegrador (tabletas). 

Gel absorbente (vendajes quirúrgicos). 

Agente de suspensión (ungüentos y antibióticos). 

Estabilizante de emulsiones (jarabes). 

Biotecnológica Soporte en biocatalizadores (inmovilización de células y enzimas). 
Ingeniería de tejidos. 

Biomedicina Odontología (impresiones dentales), curación de heridas, 
inmunoestimulantes, material de implantación, fuente de fibra dietética. 

Papel Mejorar la uniformidad de la superficie. 

Industria textil Impresión de textiles (fijación del color y brillo), viscosificante de 
tintas para impresión. 

Cosméticos Agente emulsificante (lociones, cremas, jabones, maquillaje, productos 
para el cabello). 

Agricultura Agente de retención de agua (acondicionamiento de suelos). 

Tratamiento de aguas Incrementa el tamaño de los agregados en los procesos de floculación. 
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La función de los alginatos depende de sus características fisicoquímicas, en la tabla 2.2 se 

muestran algunas aplicaciones de alginatos con diferentes viscosidades. Los polímeros de menor 

viscosidad (20 – 50 mPa s) son utilizados como agentes espesantes y emulsificantes en las 

industrias textil y alimenticia, en donde su función gelificante es más importante (Danisco 2014; 

McHugh, 2003). Por otro lado, polímeros 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 útiles gracias a que poseen propiedades mecánicas y elásticas 

requeridas en la formación de cápsulas. Zimmermann et al. (2007) demostraron que 

microcápsulas formadas con alginato de ultra-alta viscosidad (30 mPa s, 0.1% p/v) e iones de 

Ba2+ proveen estabilidad e inmunoprotección a largo plazo a las matrices encapsuladas. Bazou et 

al. (2008) y Miranda et al. (2010) estudiaron la producción de albúmina en reactores agitados 

con hepatocitos encapsulados con alginato de alta viscosidad. Estos autores encontraron que la 

cápsula de alginato de alta viscosidad protege los hepatocitos contra el estrés hidrodinámico, 

permitiendo una mayor producción de albúmina (Bazou et al. 2008; Miranda et al. 2010).  

Tabla 2.2. Aplicaciones de los alginatos con diferentes viscosidades. 

Aplicación Viscosidad (mPa s) Función Referencia 

Impresión en textiles 
Baja viscosidad (no se 

especifica) 
Espesante de tintas McHugh, 2003 

Rellenos para panificación 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 

Papel 
Media-alta viscosidad 

(no se especifica) 
Estabilizante McHugh, 2003 

Alimentos untables 750 – 950 (1% p/v) Emulsificante Danisco 2014 

Microcápsulas 30 (0.1% p/v) 
Elasticidad y 

flexibilidad 

Zimmermann et 

al. 2007 

Encapsulado de agregados 

de hepatocitos 
200 

Protección contra estrés 

hidrodinámico 

Bazou et al. 

2008, Miranda 

et al. 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 

oxígeno como receptor terminal de electrones. Fija nitrógeno, ya sea en condiciones 

microaeróbicas o completamente aeróbicas. Su crecimiento es heterotrófico, donde los azúcares, 

los alcoholes y las sales de los ácidos orgánicos se utilizan como fuente de carbono. Los azúcares 

son metabolizados a través de la vía Entner-Doudoroff.  

El género Azotobacter se distingue por su habilidad de formar quistes en la fase estacionaria o en 

condiciones de inducción de células vegetativas con n-butanol al 0.2 %. Los quistes son 

significativamente más resistentes a la desecación que las células vegetativas, ya que el alginato 

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

La mayoría de las bacterias fijadoras de nitrógeno es capaz de reducir el N2 sólo en condiciones 

anaeróbicas o microaeróbicas. En contraste, A. vinelandii es un aerobio obligado capaz de fijar el 

N2 aún a concentraciones altas de oxígeno. Esto es posible gracias a que esta bacteria puede 

ajustar sus velocidades de consumo de oxígeno, lo que le ayuda a mantener bajos niveles de 

oxígeno en el citoplasma (Peña et al. 2011a). Adicionalmente, otra forma de mantener bajas 

concentraciones de O2 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 actúa como barrera 

física de O2 (Sabra et al. 2000). La vía biosintética del alginato ha sido ampliamente estudiada y 

es similar en Pseudomonas y Azotobacter. El proceso de síntesis se puede dividir en 4 pasos: 

síntesis del precursor, polimerización, modificación en el periplasma y exportación (figura 2.5) 

(Hay et al. 2013).  

La síntesis comienza con la entrada de fuentes de seis carbonos a la vía Entner-Doudoroff, el 

piruvato resultante entra al ciclo de ácidos tricarboxílicos donde se obtiene oxaloacetato. 

Posteriormente, el oxaloacetato se convierte a fructosa-6-fosfato por medio de la 

gluconeogénesis (Lynn and Sokatch 1984; Narbad et al. 1988). Tres proteínas, AlgA, AlgC y 

AlgD catalizan la conversión de la fructosa-6-fosfato en ácido GDP-manurónico, el cual será 

polimerizado por las proteínas Alg8 y Alg44 (Hay et al. 2013; Remminghorst y Rehm 2006a y 

b). El ácido polimanurónico resultante es transportado al periplasma por un andamiaje de 

proteínas 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 ácido polimanurónico puede ser modificado por un 

complejo acetilasa (AlgV,AlgI 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 polímero exportado se convierte en el alginato final por 

medio de una familia de siete epimerasas de manuronato C-5 homólogas extracelulares, AlgE1-

E7 (Ertesvag et al. 1995). En A. vinelandii se han identificado los genes que codifican para las 

enzimas que participan en esta vía biosintética. Es importante mencionar que A. vinelandii es 

también productor de polihidroxibutirato (PHB) bajo condiciones de limitación de oxígeno (Peña 

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

 

 

Figura 2.5. Biosíntesis del alginato en Azotobacter vinelandii. MI: membrana interna; ME: 
membrana externa. (Hay et al. 2013). 
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2. 6.  Parámetros de cultivo que afectan la producción y características químicas del 

alginato sintetizado por A. vinelandii  

La velocidad de transferencia de oxígeno (VTO) y la tensión de oxígeno disuelto (TOD) son 

parámetros importantes que determinan la producción del alginato y su composición (Lozano et 

al. 2011; Flores et al. 2014). En el trabajo de Lozano et al. (2011) (realizado en fermentador de 

3 L), se demostró que el peso molecular del alginato es inversamente proporcional a la VTOmáx, 

independientemente de la TOD, bajo condiciones de limitación (0.5 %) y no-limitación de 

oxígeno (5 %). Lozano et al. (2011) reportaron que, incrementando la VTOmáx de 17 a 

100 mmol L-1 h-1, en fermentadores con TOD igual a 5 %, la cantidad de alginato máxima 

alcanzada incrementó de 0.5 a 3.1 g L-1; sin embargo, el peso molecular disminuyó de 550 a 

200 kDa. 

Por otro lado, Díaz-Barrera et al. (2007) demostraron que el peso molecular de los alginatos 

producidos por A. vinelandii es determinado por condiciones de limitación de oxígeno, en donde 

las VTOs no satisfacen el consumo de oxígeno del cultivo. En su estudio (realizado en un 

fermentador de 3 L), Díaz-Barrera et al. (2007) reportaron que el alginato de mayor peso 

molecular (1560 kDa) se sintetizó a bajas velocidades de transferencia de oxígeno (VTO), 

3.0 mmol L-1 h-1, y por tanto bajo limitaciones de oxígeno (Peña et al. 2008). 

Recientemente, en nuestro grupo se han probado diferentes condiciones de agitación en matraces 

con el objetivo de disminuir el consumo de potencia y tratar de aumentar el peso molecular del 

alginato (Peña et al. 2011). A través de la manipulación del consumo de potencia es posible 

manipular la VTO (siempre y cuando      ). En este estudio se reportaron relaciones 

exponenciales en los perfiles de viscosidad-concentración del alginato, en donde el exponente de 

cada perfil se utiliza como indicador de la capacidad viscosificante del polímero. Se determinó 

también, que a bajas velocidades de agitación (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-3 y la velocidad de transferencia de oxígeno máxima (VTOmax) fue del rango de  2.6 a 

3.5 mmol L-1 h-1 (Peña et al. 2011).  

En el mismo estudio se determinó que el incremento en  las velocidades de agitación en el rango 

de 100 a 200 rpm, relacionado con un mayor consumo de potencia (0.2 a 1.4 kW m-3) y VTOmáx 
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(6.0 mmol L-1 h-1), promovió la producción de una mayor cantidad de alginato de 3.1 a 4.3 g L-1 

respectivamente para 100 y 200 rpm. En contraste, la viscosidad aparente (η) del caldo de 

cultivo, y por tanto, el peso molecular y el grado de acetilación del alginato disminuyeron. Así, 

para 3.0 g L-1 de alginato, η disminuyó de 28 a 17 mPa·s (medido a           ), el peso 

molecular de 1880 a 1750 kDa y el grado de acetilación 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 oxígeno máxima 

(VTOmáx), es posible incrementar la calidad del alginato en términos de su capacidad 

viscosificante (Peña et al. 2011). 

 

2. 7.  Escalamiento de la producción de alginato por A. vinelandii: matraz a 

biorreactor 

Estudios previos en nuestro grupo de investigación han revelado que el peso molecular promedio 

de alginatos producidos por A. vinelandii en matraces agitados puede alcanzar valores de 

1.9 x 106 Da y viscosidades de hasta 520 mPa·s (medido a          ) para caldos con una 

concentración de 5 g L-1 de alginato (matraces de 500 mL con 100 mL de volumen de llenado) 

(Peña 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 tensión de oxígeno disuelto (TOD) se 

 

Figura 2.6. Peso molecular y grado de acetilación en función de la VTOmáx (Peña et al. 2011). 
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mantuvieron constantes (3 y 5 %), el peso molecular del alginato fue menor a 0.68 x 106 Da y la 

viscosidad del caldo fue menor a 100 mPa·s para la misma concentración de alginatos (Peña et 

al. 2000; Seáñez et al. 2001; Trujillo-Roldán et al. 2001; Reyes et al. 2003). 

Con el propósito de producir alginatos con pesos moleculares similares a los que se generan en 

matraces,  Reyes et al. (2003) utilizaron el consumo de potencia específico (P/V) como criterio 

de escalamiento. En el trabajo de Reyes et al. (2003) se calculó 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-3. Este estudio reveló que la potencia inicial 

como criterio de escalamiento no permitió 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 más alto encontrado fue de 1.1 x 106 Da, inferior al peso molecular del alginato que se 

generó en matraces (1.9 x 106 Da) (Reyes et al. 2003). 

En un estudio posterior, Peña et al. (2007) caracterizaron por primera vez el consumo de 

potencia en cultivos de A. vinelandii en matraces agitados (500 mL con 100 mL de volumen de 

llenado). Observaron que, manteniendo la velocidad de agitación constante a 200 rpm, la 

potencia específica aumentó exponencialmente (0.27 hasta 1.4 kW m-3) durante el curso de la 

fermentación, debido a un incremento en la viscosidad del cultivo (figura 2.7). Utilizando esta 

información, Peña et al. (2008) propusieron una estrategia de producción de alginato basada en 

 

Figura 2.7. Evolución del consumo de potencia específico durante el cultivo de A. vinelandii en 
matraces no bafleados con volumen nominal de 500 mL, 100 mL de volumen de 
llenado, 200 rpm y diámetro de agitación de 25 mm (Peña et al. 2007). 
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la manipulación del consumo de potencia, a través de la velocidad de agitación, 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 distribución de pesos moleculares similares a los que se obtuvieron en matraces 

agitados (Peña et al. 2008). 

Hasta ahora, la información disponible sobre el efecto del consumo de potencia en la producción 

de alginato es limitada a un intervalo de condiciones operacionales (Peña et al. 2011). Existen 

regiones de muy baja potencia y transferencia de oxígeno que aún no se han explorado, bajo las 

cuales, se podría incrementar la capacidad viscosificante del polímero debido a cambios en sus 

características químicas. Por lo anterior, en este proyecto se propuso estudiar el efecto de 

condiciones de operación que determinaran muy bajos consumos de potencia y transferencia de 

oxígeno, así como su relación con la producción del alginato y sus características químicas (peso 

molecular y grado de acetilación). El presente trabajo pretende contribuir a entender el efecto de 

los fenómenos físicos en el proceso de síntesis del polisacárido y su capacidad viscosificante, y 

además proporcionar más información para el desarrollo de estrategias de cultivo en sistemas de 

fermentación a mayor escala.  
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3. HIPÓTESIS 

 

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

ATCC 9046 se incrementa con la disminución 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 específicos 

- Evaluar la influencia de las condiciones operacionales (velocidad de agitación y volumen 

de llenado) sobre la evolución del consumo de potencia en cultivos de A. vinelandii en 

matraces agitados. 

- Evaluar el efecto de bajos consumos de potencia volumétrica sobre la producción, la 

capacidad viscosificante, peso molecular y grado de acetilación 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 consistió en la caracterización de los perfiles de consumo de potencia 

volumétrica y de velocidad de transferencia de oxígeno en cultivos con la cepa A. vinelandii 

ATCC 9046 en matraces agitados de 500 mL, a 200 rpm, 25 mm de diámetro de agitación y a 

tres volúmenes de llenado distintos (100, 200 y 300 mL). Posteriormente se evaluaron los 

perfiles de consumo de potencia y transferencia de oxígeno en cultivos de A. vinelandii en 

matraces de 500 mL con 200 mL de volumen de llenado a una velocidad de agitación de 150 rpm 

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

Se evaluó el efecto del consumo de potencia sobre la producción, capacidad viscosificante, peso 

molecular promedio y grado de acetilación del alginato producido.  

Finalmente, se estableció 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 condición en matraz en donde se produjo el alginato de mayor 

capacidad viscosificante, se utilizó como criterio de escalamiento en un biorreactor de 3 L 

(figura 5.1). 
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Figura 5.1. Estrategia experimental para el estudio de la producción de  alginato por 
Azotobacter vinelandii en cultivos sometidos a bajos consumos de potencia. 
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6. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

6. 1.  Microorganismo 

Los experimentos se llevaron a cabo utilizando la cepa silvestre A. vinelandii ATCC 9046. El 

microorganismo se conservó en tubos inclinados (slants) a 4 °C, llevando a cabo su resiembra 

mensualmente. 

 

6. 2.  Medio de cultivo 

Se utilizó medio Burk modificado con la siguiente composición (g L-1): sacarosa 20; extracto de 

levadura 3.0; MOPS 1.42; K2HPO4 0.66; KH2PO4 0.16; CaSO4 0.05; NaCl 0.2; MgSO4·7H2O 

0.2; Na2MoO4·2H2O 0.0029, y FeSO4 0.027. El pH inicial se ajustó a 7.2 con NaOH (2 N). 

 

6. 3.  Preparación del inóculo 

Para preparar el inóculo, el microorganismo se cultivó en placas petri con medio Burk 

modificado (adicionando 18 g L-1 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 diámetro de agitación) 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 diámetro de agitación es de 25 mm (Peña et al. 2011), utilizando diferentes 

volúmenes de llenado: 100, 200 y 300 mL y diferentes frecuencias de agitación: 125, 150 y 

200 rpm. Para cada experimento, se realizaron cultivos paralelos con 12 matraces en la 

plataforma de medición 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-1 de inóculo medido como 0.15 unidades de Abs540 nm). 

 

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

El consumo de potencia en los matraces agitados se estima por medio del método propuesto por 

Büchs et al. (2000a), el cual se basa en obtener el equivalente de par de torsión generado por el 

motor del equipo de agitación y la estimación de las pérdidas ocasionadas por las fuerzas de 

fricción. En la figura 6.1 se muestran los elementos básicos que componen el equipo de agitación 

de matraces: control de temperatura (a); plataforma de agitación (b); control de agitación (c); 

sensor de torque (d). El motor genera un movimiento oscilatorio en la plataforma de agitación, 

entre la plataforma y la flecha de salida del motor esta ensamblado un sensor de par de torsión 

(0-1Nm, HiTec Zang). El sensor de par de torsión convierte la deformación elástica en una señal 

de salida de voltaje. La potencia por unidad de volumen (P/VL) se estima por medio de la 

frecuencia de agitación y la medición del par de torsión. Dichos datos son registrados en una 

computadora de escritorio (PC). Las pérdidas mecánicas por fricción en el motor y la resistencia 

en matraces se compensan al realizar una medición de referencia con pesas, o agar solidificado, 

de igual peso que los matraces en cada experimento. Así, el consumo de potencia se estima con 

la diferencia entre las mediciones con líquido y sólido: 

 

 

  
 

             

    
 

(Ec. 7) 

 

Donde M1 es el par de torsión del cultivo, M2 es el par de torsión del agar, n es la frecuencia de 

agitación, VL el volumen de llenado y z el número total de matraces sobre la plataforma. Las 

medidas se realizaron en línea durante el cultivo (Peña et al. 2011). 
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El equipo de medición de potencia utilizado para este trabajo se instaló y caracterizó 

recientemente en el grupo de investigación (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 debió a que el motor requiere de un 

calentamiento previo a la experimentación (al menos 2 h), para disminuir la fricción de los 

cojinetes de la máquina agitadora y estabilizar la medición de torque (HiTec Zang, comunicación 

personal; Pliego 2014); sin embargo, esto no se realizó 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). 

 

 

Figura 6.1. Equipo de medición de potencia en línea en matraces agitados instalado en México. 
Control de temperatura (a); plataforma de agitación (b); control de agitación (c); 
sensor de torque (d).  

 

(a) 

(d) 

(b) 

(c) 
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6. 4. 2. Determinación de la velocidad de transferencia de oxígeno en matraces agitados 

La velocidad de transferencia de oxígeno se determinó en un Sistema de Monitoreo de Actividad 

Respiratoria (RAMOS) (figura 6.3), dispositivo diseñado por Anderlei y Büchs (2001), y 

Anderlei et al. (2004). 

El principio de medición en línea del equipo se basa en la repetición de ciclos, los cuales 

consisten de una fase de medición (10 min) y otra de aireación (20 min), durante el curso del 

cultivo. En la fase de medición del equipo, la cabeza de los matraces de 500 mL es sellada 

cerrando las válvulas de entrada y salida de aire. La actividad de respiración del microorganismo 

resulta en decrementos de la presión parcial de oxígeno (   
) en la fase gaseosa, la cual es 

medida con un sensor de oxígeno montado en el cuello de cada matraz. Los datos de presión de 

oxígeno son registrados en una computadora de escritorio (PC). A partir de la pendiente de la 

gráfica de presión parcial de oxígeno, se calcula la VTO (ecuación 8). En la fase de aireación, 

iniciada al abrir las válvulas, los matraces son alimentados con aire para evitar el agotamiento de 

oxígeno. 

    
   

   
 

    

  
 

  

     
 

(Ec. 8) 

 

Figura 6.2. Medición de potencia de dos pruebas independientes en matraces agitados con cultivos 
de A. vinelandii a 200 rpm y 300 mL de volumen de llenado. 
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 representa los moles de oxígeno en la fase gas, V el volumen del líquido,    el volumen de 

gas, t el tiempo de cultivo, T 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 análisis fuera de línea (sección 6.6). La velocidad de aireación en los matraces 

del equipo RAMOS se ajustó para que la concentración de gas en la cabeza se igualara a la 

concentración de gas en los matraces con los cultivos paralelos con tapones de algodón (Anderlei 

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

 

6. 5.  Cultivos en biorreactor 

Con el objetivo de escalar la producción 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-3). El 

fermentador cuenta con dos turbinas Rushton de 4.5 cm de diámetro y una relación de diámetros 

tanque-turbina de 3:1. El fermentador se operó a 29 °C con un flujo de aire de 1 L min-1, con un 

volumen de llenado de 2.0 L. El pH y la tensión de oxígeno disuelto no fueron controlados. El 

reactor se inoculó con 200 mL de células provenientes del inóculo (1.0 g L-1). Para los análisis se 

retiraron 10 mL de caldo de cultivo por cada muestra. 

 

Figura 6.3. Sistema de Monitoreo de Actividad Respiratoria (RAMOS). Universidad Tecnológica 
de Aachen. 
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Para reproducir el perfil de potencia encontrado en matraces agitados (P/VM = 0.09 a 0.3 kW m-3) 

se incrementó la frecuencia de agitación durante el curso del cultivo desde 320 a 500 rpm. El 

cálculo para seleccionar la frecuencia de agitación se realizó con el algoritmo de la figura 6.4. 

El número de Reynolds se calculó con la ecuación 9, suponiendo una densidad () constante, 

para frecuencias de agitación desde 200 a 700 rpm. Los valores de los índices de consistencia (K) 

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

6.6.4) : 

   
   

  

      
 

(Ec. 9) 

   representa el diámetro del impulsor, y n la frecuencia de agitación. 

El número de potencia, Np, se estimó a partir de gráficos de Np contra Re (Metzner et al. 1961). 

La potencia (P) se calculó con la ecuación 10: 

      
     (Ec. 10) 

 

Para el cálculo de la potencia gaseada, se utilizó la ecuación 11 propuesta por Hugmark (1980): 

  

 
      

  

  
        

    
 

      
       

(Ec. 11) 

 
 

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 agitación. P/VM representa la 
potencia volumétrica en matraces. Pg/VB representa la potencia volumétrica en el 
biorreactor. 
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En donde    es el flujo volumétrico de gas, g la constante de la aceleración gravitacional y W el 

ancho de la hoja del impulsor. 

Pg/VB se calculó al dividir la potencia gaseada entre el volumen de operación en el biorreactor. 

 

6. 6.  Métodos analíticos 

6. 6. 1. Determinación de la concentración de biomasa 

La concentración de biomasa se determinó gravimétricamente por el método descrito por Peña 

(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 retiró el sobrenadante y el paquete celular se lavó con 0.1 M EDTA: 1 M NaCl 

(1:1 v/v) 

· El pellet se aisló y se filtró en membranas Nucleopre de 0.45 µm de tamaño 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. Cuantificación de alginato 

Para determinar la concentración de alginato se utilizó la técnica basada en la precipitación de 

alginato con 2-propanol y cuantificación gravimétrica del mismo (Peña et al. 1997). El 

procedimiento consiste en: 

· 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.  
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· Se recuperó el sobrenadante y se le agregaron 3 volúmenes de 2-propanol, el precipitado 

se filtró en membranas Nucleopre de 45 µm de tamaño 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. Determinación de sacarosa por el método de β–fructofuranosidasa-DNS 

Este método se basa en la hidrólisis de la sacarosa usando una invertasa y la posterior medición 

de los azúcares reductores libres por la reducción del ácido dinitrosalicílico (DNS), formando un 

compuesto nitroaminado de color amarillo cuya densidad óptica es proporcional a la 

concentración de grupos reductores (Miller 1959).  

Preparación de reactivos: la solución de DNS (ácido 3,5-dinitrosalicílico, Sigma Chemical Co.) 

se preparó pesando 16 g de hidróxido 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 disolución total se calentó y 

el DNS se adicionó lentamente para evitar precipitación. La solución enzimática se preparó 

adicionando 2.5 mg de la enzima β-fructofuranosidasa (Gist-Brocades con una actividad de 

243 U mg-1 a 40 °C) con 1 mL de amortiguador de citratos (0.32 M, pH 4.6). El procedimiento 

para el análisis de sacarosa fue como sigue: 

· Se realizó una dilución a las muestras del cultivo, tratando de que los valores de 

absorbancia cayeran dentro de la curva patrón y se mezclaron 0.9 mL con 0.1 mL de la 

solución enzimática. 

· La mezcla se incubó a temperatura ambiente durante 10 min y posteriormente se adicionó 

1 mL de DNS a cada muestra. 

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

en baño de hielo. 

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

(espectrofotómetro Beckman DU 650) contra un blanco de reactivos. 



6. Materiales y métodos 

31 
 

Los valores se interpolaron en la curva patrón, la cual se elaboró utilizando soluciones de 

sacarosa en concentraciones de 0.1 a 1.0 g L-1, obteniéndose la siguiente ecuación: 

          
 

 
  

               

     
          

(Ec. 12) 

 

6. 6. 4. Determinación de los índices de flujo y consistencia, y cálculo de la capacidad 

viscosificante 

Los índices de consistencia (K) y flujo (m) se calcularon a través de las mediciones de 

viscosidad, las cuales se realizaron con un reómetro (AR 1000 TA Instruements rheometers)  

utilizando una geometría de cono/plato (60 mm de diámetro con un ángulo de 1° 0’ 12’’), 

conectado a un convertidor A/D que envía la señal al software de adquisición (Rheology 

Advantage TA). Se tomó 1.0 mL de muestra, y la medición se realizó variando la velocidad de 

corte (  ) de 10 a 3000 s-1, a temperatura constante igual a 22 °C (Peña et al. 2007, 2011). La 

dependencia de la viscosidad sobre la velocidad de corte está descrita por el modelo de Ostwald-

de Waele (Ley de potencia): 

         (Ec. 13) 

Donde η es la viscosidad aparente, K es el índice de consistencia, m es el índice de flujo y    es la 

velocidad de corte. Durante la medición 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 solución se puede calcular a partir del 

ajuste exponencial de las curvas de viscosidad (a una misma velocidad de corte) vs 

concentración de alginato. La viscosidad del caldo de cultivo, determinada a una velocidad de 

corte igual a 300 s-1 (Peter et al. 2004; Peña et al. 2007 y 2011), se graficó contra la 

concentración de alginato de cada punto de muestra, las curvas resultantes fueron ajustadas a un 

modelo exponencial para calcular la CV (ecuación 14). 
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               (Ec. 14) 

En donde η300 es la viscosidad a 300 s-1 y [Alg] la concentración de alginato en g L-1. 

 

6. 6. 5. Preparación de soluciones de alginato reconstituido 

Para establecer que la capacidad viscosificante del alginato fuera determinada sólo por las 

características químicas del polímero, se evaluó su viscosidad en solución. Para este análisis se 

obtuvo el alginato a las 72 h de cada condición propuesta, y se prepararon soluciones en 

concentraciones desde 1 a 4 g L-1 en medio de cultivo para tener el mismo pH. La extracción se 

llevó a cabo con el siguiente procedimiento: 

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

cuantificación del alginato. 

· Se obtuvo el alginato precipitado con la ayuda de una espátula y se colocó a recipientes 

Eppendorf de 2.0 mL de capacidad. Se retiró la humedad en una centrífuga de vacío 

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

· 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 midió la viscosidad de cada solución en un reómetro (AR 1000 TA 

Instruements rheometers) a 300 s-1 (sección 6.6.4).  

 

6. 6. 6. Análisis de la distribución de pesos moleculares del alginato 

El peso molecular promedio del alginato y el análisis de la distribución de pesos moleculares se 

determinaron mediante cromatografía de permeación en gel (GPC) con una serie de columnas de 

ultrahidrogel (UG 500 y Linear, Waters) utilizando un sistema de HPLC y como detector un 

refractómetro diferencial. Se utilizó NaNO3 0.1 M como eluente a 35 °C y un flujo de 
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0.9 mL min-1 (Peña et al. 1997). Como referencia de los pesos moleculares, se utilizó la 

calibración realizada con pululanos de Aureobasidium pullulans (5 a 2500 kDa). 

Las muestras se prepararon de la siguiente manera:  

· Se precipitó el alginato al igual que como se realiza para el análisis 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 filtró en membranas 

Millipore de 0.2 µm y se colocó en viales para inyectar en el HPLC. 

 

6. 6. 7. Determinación del grado de acetilación del alginato 

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

Aminex87H a 50 °C, utilizando H2SO4 7 mM como fase móvil a un flujo de 0.65 mL min-1. 

Para preparar las muestras se realizó el siguiente procedimiento: 

· Se secó el alginato tal como se describe para la determinación del peso molecular 

· Se resuspendió el alginato (5-10 mg en 500 µL de agua) y se le agregaron 500 µL de 

NaOH 1 N. La mezcla se incubó a 80 °C por 2 h.  

· Posteriormente, las muestras se enfriaron y se acidificaron con 625 µL de ácido fosfórico 

1.5 M.  

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

cuantificación de acetatos. 

El ácido acético se determinó por absorción de luz UV con un detector de matriz de fotodiodos a 

210 nm (Cheetham y Punruckvong 2004). 
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6. 7.  Cálculo de parámetros para describir las condiciones hidrodinámicas 

El comportamiento hidrodinámico de los matraces se determinó mediante varios números 

adimensionales. El número de Newton (Ne’) se calculó con el consumo de potencia con la 

ecuación 1 y a partir del número de Reynolds con la ecuación 3 (sección 2.2). 

Para calcular el número de Reynolds es necesario conocer la viscosidad del fluido dentro del 

matraz. Las soluciones de alginato se comportaron como fluidos pseudoplásticos, por lo que su 

viscosidad aparente dependió de la velocidad de corte efectiva a las condiciones de operación. La 

velocidad de corte efectiva (     ) se determinó mediante la correlación propuesta por Giese et al. 

(2014): 

       
 

    
    

 
 

 
   

 
  

   

 
 

 
   

 
  

   

 
 

 
   

 
(Ec. 15) 

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

llenado, d el diámetro interno del matraz, y K y m los índices de consistencia y flujo de la 

solución de alginato, respectivamente. 

Para el desarrollo de la ecuación, Giese et 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 

pseudoplásticos, a una condición de operación específica, son resultado de viscosidades 

aparentes iguales (figura 6.5). 

La ecuación 15 se ajustó a 126 puntos experimentales por el método de mínimos cuadrados 

(Giese et al. 2014). Se evaluaron matraces agitados con volúmenes nominales de 50 a 1000 mL, 

con volumen de llenado del 5 al 40 % de su volumen nominal, a frecuencias de agitación de 130 

a 380 rpm y diámetro de agitación de 25 a 100 mm. Los fluidos evaluados fueron goma xantana 

(pseudoplástico) 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 válido para velocidades de corte entre 20 y 

2000 s-1 (Giese et al. 2014).  
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Finalmente, para determinar si bajo las condiciones evaluadas el sistema se encontraba “dentro 

de fase” se utilizó la ecuación 5 (sección 2.2.2). 

 

6. 8.  Cálculo de los parámetros cinéticos 

Los parámetros cinéticos se calcularon a partir del ajuste a modelos matemáticos reportados en la 

literatura para fermentaciones de exopolisacáridos microbianos (Klimek y Ollis 1980; Richard y 

Margaritis 2004). 

Los datos de la cinética de crecimiento microbiano fueron descritos por la ecuación logística: 

 

Figura 6.5.  Metodología para la determinación de la velocidad de corte efectiva como función de 
la frecuencia de agitación. Con un fluido pseudoplástico y uno newtoniano, se mide el 
consumo de potencia como función de la frecuencia de agitación (izquierda superior), 
así como la viscosidad como función de la velocidad de corte (derecha superior). La 
intersección en cada diagrama indica un estado hidrodinámico igual. Esta 
información se combina para dar lugar a la velocidad de corte efectiva como función 
de la frecuencia de agitación (abajo). Peter et al. 2004. 
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(Ec. 16) 

donde μ es la velocidad específica de crecimiento (h-1) y Xmáx la concentración máxima de 

biomasa (g L-1). Integrando la ecuación anterior, considerando que X0 = X(t=0) y reordenando 

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

     
   

  

   
  

    
        

 
(Ec. 17) 

Linealizando la ecuación y graficando contra el tiempo se obtuvo la velocidad específica de 

crecimiento (μ) representada por la pendiente del gráfico. 

La cinética de formación de producto en función de la biomasa se determinó por el modelo de 

Leudeking y Piret (Leudeking y Piret 1959): 

   

  
  

  

  
    

(Ec. 18) 

El término    

  
  representa la producción asociada a la fase de crecimiento bacteriano, en donde 

  es un rendimiento de producto con base en biomasa. Por otro lado, el término    es la 

producción no asociada a la fase de crecimiento, donde   es una velocidad de producción con 

base en biomasa. Estas constantes dependen de las condiciones de fermentación como pH, 

temperatura, etc. y del microorganismo utilizado. 

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

ecuación para formación de producto en el tiempo: 

         
     

   
  

   
  

    
        

   
     

 
       

  

    
           

(Ec. 19) 

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

X = Xmax), obteniéndose a partir de la ecuación 20: 
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(Ec. 20) 

De un gráfico de          
  

     

 
       

  

    
          contra    

  

   
  

    
        

 se 

calculó el valor de   representado por la pendiente. 

Para el ajuste de la cinética del consumo de sacarosa, se utilizó una ecuación que incluyó tres 

términos: la velocidad de crecimiento instantánea, la velocidad de formación de producto y una 

función de mantenimiento de biomasa: 

  

  
  

 

    

  

  
 

 

    

   

  
       

(Ec. 21) 

Donde: YX/S es el rendimiento de biomasa en base a sustrato, YP/S es el rendimiento de producto 

en base a sustrato y ke es el coeficiente de mantenimiento. 

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

obtuvo la siguiente: 

                    
     

 
       

  

    
          

(Ec. 22) 

En donde   
 

    
  

 

    
 y    

 

    
     A y B se resolvieron de manera análoga a   y   

para la cinética de producto.  
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7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

7. 1.  Análisis teórico para la predicción de la capacidad viscosificante de cultivos de 

A. vinelandii en matraces agitados 

Se realizó un análisis teórico con base en datos experimentales existentes para matraces agitados 

(Peña et al. 2011). Se calcularon: el número de potencia (Ne’) y la VTOmáx para cultivos a 200 

rpm con diferentes volúmenes de llenado con el objetivo de predecir la capacidad viscosificante 

de los cultivos de A. vinelandii. 

El número de potencia se calculó a partir del número de Reynolds con la ecuación 3 (ver sección 

2.2). Por otro lado, la VTOmáx se calculó con la ecuación propuesta por Maier y Büchs (2001), 

adaptando constantes de proporcionalidad con base en los datos disponibles en el trabajo de Peña 

et al. 2011.  

       
 

 
        

       
              

(Ec. 21) 

Para el análisis se consideró un intervalo de VTOmáx entre 1 y 3 mmol L-1 h-1, condiciones en las 

que la bacteria se encontraría limitada por oxígeno (Díaz-Barrera 2007), pero bajo las cuales se 

esperaría que pudiera crecer. Bajo la suposición de que en condiciones de limitación de oxígeno 

la velocidad específica de crecimiento () es directamente proporcional a la VTO (Díaz-Barrera 

2007), se realizó un análisis teórico con los datos de Peña et al. (2011), encontrando que la  

sería de 0.06 h-1, a una VTOmáx igual a 1 mmol L-1 h-1. Esta velocidad de crecimiento es mayor a 

las evaluadas en otros trabajos en quimiostatos (Díaz-Barrera et al. 2010; Castillo et al. 2013), 

por lo que se esperaba que el microorganismo pudiera crecer a muy bajas transferencias de 

oxígeno. 

El análisis teórico indicó que al incrementar el volumen de llenado de 100 a 200 y 300 mL, tanto 

Ne’ como la VTOmáx disminuyen y la capacidad viscosificante del alginato se incrementa de 0.83 

a 1.08 y 1.18 L g-1respectivamente (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. 

 

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. Evolución del consumo de potencia 

La figura 7.2a muestra la evolución del consumo de potencia en cultivos de A. vinelandii en 

matraces agitados de 500 mL, a 200 rpm con diferentes volúmenes de llenado. Como era 

esperado, el incremento en el volumen de llenado (de 100 a 300 mL) resultó en una disminución 

considerable en el consumo de potencia. En matraces con 100 mL se encontró un perfil de 

potencia que siguió una tendencia exponencial, en donde se alcanzó un máximo de 1.6 kW m-3. 

En contraste, al aumentar el volumen de llenado a 200 y 300 mL, la potencia disminuyó 

siguiendo un perfil lineal, alcanzando valores máximos de 0.62 y 0.30 kW m-3, respectivamente. 

En términos de la energía suministrada al sistema por unidad de volumen (E), calculada como el 

área bajo la curva de P/V contra tiempo, se determinaron valores de 74, 24 y 12 kW h m-3, para 

los cultivos con 100, 200 y 300 mL, respectivamente (tabla 7.1).  

 

 

Figura 7.1. Análisis teórico para la predicción de la capacidad viscosificante del alginato 
producido por A. vinelandii a 200 rpm y diferentes volúmenes de llenado. 
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Las diferencias en el consumo de potencia fueron determinadas principalmente por las 

diferencias en la distribución del líquido y el área específica (a) de transferencia de momento 

(i.e. área entre el líquido y la pared interna del matraz). Al observar directamente el matraz, a 

altos volúmenes de llenado (200 y 300 mL) el movimiento del líquido se limitó dentro del 

matraz. Esto posiblemente se debió a que la forma troncocónica del matraz no permite que la 

altura máxima del líquido en agitación aumentara de manera proporcional con el aumento del 
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Figura 7.2. Evolución del consumo de potencia (línea continua) y la velocidad de corte efectiva 
(línea discontinua) en cultivos de A. vinelandii en matraces de 500 mL, a 200 rpm y 
25 mm de diámetro de agitación a diferentes volúmenes de llenado (a). Evolución 
de la viscosidad aparente (línea continua) y el número de fase (línea discontinua) en 
cultivos de A. vinelandii (b). 
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volumen de llenado, lo que resultó en una menor área específica de transferencia de momento 

(Büchs et 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 
volúmenes de llenado. 

Volumen de 
llenado (mL) 

Frecuencia de 
agitación 

(rpm) 

P/Vmáx 
(kW m-3) 

E (kW h m-3) 

100 200 1.60 74 

200 200 0.62 24 

300 200 0.30 12 

 

Por otro lado, el alginato en solución se comporta como fluido pseudoplástico, por lo que su 

viscosidad aparente disminuye al aumentar la velocidad de corte efectiva. Utilizando la 

correlación propuesta por Giese et al. (2014) (ecuación 15, sección 6.7), se calcularon las 

velocidades de corte efectivas en cada condición evaluada. El cultivo con 100 mL se caracterizó 

por velocidades de corte efectivas entre 1300 (al inicio del cultivo, IC) y 320 s-1 (al fin del 

cultivo, FC). Al incrementar el volumen de llenado, a 200 y 300 mL, las velocidades de corte 

 

Figura 7.3. Distribución  de líquido dentro del matraz a distintos volúmenes de llenado. Altura 
máxima  alcanzada a diferentes volúmenes de llenado (a). Área de transferencia de 
masa (interfase gas-líquido) a diferentes volúmenes de llenado (área en blanco) (b). 
Adaptado de Büchs et al. 2007. 
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disminuyeron a un rango entre 650 (IC) y 210 s-1 (FC), y 510 (IC) a 110 s-1 (FC), 

respectivamente (figura 7.2a). Esto se debió a que la velocidad de corte disminuyó al incrementar 

la distancia entre la pared del matraz y la interfase gas-líquido. Büchs et al. (2007) propusieron 

que a bajos volúmenes de llenado se forma una capa delgada de líquido en la pared del matraz, 

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

Con base en las velocidades de corte efectivas estimadas, se calcularon las viscosidades 

aparentes con el modelo de Ostwald-de Waele (ecuación 13, sección 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 volúmenes 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 condición el perfil de viscosidad siguió una tendencia exponencial, llegando a un 

máximo 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 

máximo 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 caracterizó por 

las menores velocidades de corte.  

Similar a lo reportado por Peña et al. (2007), después de las 60 h en el cultivo con 100 mL de 

volumen de llenado, cuando el consumo de potencia alcanzó su máximo, ocurre una disminución 

hasta 1.4 kW m-3. Estos autores atribuyeron la disminución del consumo potencia a un fenómeno 

denominado “fuera de fase” (Büchs et al. 2000b; Peña et al. 2007). Este fenómeno ocurre bajo 

ciertas condiciones operacionales (la viscosidad y el diámetro de agitación son los principales 

factores determinantes) y está caracterizado por cambios de la distribución del fluido dentro del 

matraz, en donde la mayoría del líquido se mantiene en la base y sólo una pequeña fracción del 

fluido está rotando en la pared del matraz, por lo tanto, el consumo de potencia se reduce 

considerablemente (Büchs et al. 2000b, 2001). Para comprobar que la disminución del consumo 

potencia observada en la figura 7.2a se debía a que el sistema se encontraba “fuera de fase”, se 

calculó el número Ph con la ecuación 5 (sección 2.2.2). A partir de las 60 h, el número de fase 
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alcanza valores de 1.36. Büchs et al. (2000b) establecieron como límite “dentro de fase” un Ph 

mayor a 1.26. Sin embargo, los mismos autores proponen que el fenómeno “fuera de fase” no 

ocurre de manera inmediata, sino que existe una región de transición en valores cercanos a 1.26, 

a partir de viscosidades mayores a 17 mPa·s (Büchs et al. 2000b, 2001). Por lo tanto, 

considerando un Ph igual a 1.36, y viscosidades  aparentes mayores a 30 mPa·s (figura 7.2b), es 

posible decir que la disminución de potencia se podría deber al fenómeno “fuera de fase”. 

Finalmente, a altos volúmenes de llenado (200 y 300 mL), el número 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 oxígeno 

La figura 7.4 muestra la evolución de la VTO durante los cultivos de A. vinelandii a diferentes 

volúmenes de llenado. La VTOmáx a 100 mL fue igual a 5.5 mmol L-1 h-1; mientras que a 200 y 

300 mL la VTOmáx disminuyó considerablemente hasta 2.8 y 2.1 mmol L-1 h-1, respectivamente. 

Maier y Büchs (2001) demostraron que al incrementar el volumen de llenado, se genera un 

decremento en la VTO. Esto está relacionado, al igual que el consumo de potencia, con cambios 

en la distribución del líquido en el matraz, que en este caso resultó en la reducción del área 

específica de transferencia de masa (interfase gas-líquido) (figura 7.3). 

 Los cultivos, en todas las condiciones evaluadas, mostraron perfiles caracterizados por zonas en 

donde la VTO permaneció constante, lo que indica que los cultivos se desarrollaron bajo 

limitación de oxígeno (Anderlei y Büchs, 2001; Anderlei et al. 2004). La coexistencia de un 

sistema nitrogenasa (sensible al oxígeno) y un metabolismo aerobio estricto en 

Azotobacter vinelandii ha sido explicado por una alta tasa de respiración para remover el oxígeno 

de la superficie celular, un bajo estado redox intracelular (altas concentraciones de NADPH y 

NADH), así como un metabolismo eficiente en términos energéticos (Setubal et al. 2009). Dado 

que a altos volúmenes de llenado la disponibilidad y la transferencia de oxígeno son menores con 

respecto a bajos volúmenes de llenado (Maier y Büchs 2001), bajo estas condiciones no se 

suministró oxígeno suficiente a la bacteria desde el inicio del cultivo, por lo que la limitación fue 

más 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 disminuyó cuando se hubo agotado el sustrato limitante y terminó el crecimiento celular 

(Díaz-Barrera et al. 2007). 

En el cultivo con 100 mL se observó una zona característica del crecimiento diáuxico entre las 3 

y las 30 h. Es posible que esto se deba al agotamiento de algún 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 más estudios para entender mejor las causas de la disminución de la 

VTO en esa zona. 

 

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

La figura 7.5a muestra la cinética de crecimiento de los cultivos con los tres distintos volúmenes 

de llenado evaluados. En el cultivo a 100 mL se alcanzó una concentración máxima de biomasa 

(medida como peso seco) igual a 3.74 ± 0.57 g L-1 y la velocidad específica de crecimiento fue 

de 0.11 ± 0.01 h-1, lo cual es congruente con los valores reportados anteriormente para las 

mismas condiciones de cultivo (Peña et al. 2011). Al aumentar el volumen de llenado, ocurrió un 

efecto negativo en el crecimiento celular al disminuir la VTO. Las velocidades específicas de 

crecimiento para los cultivos a 200 y 300 mL fueron 0.09 ± 0.00 h-1 para ambos casos. 

 

Figura 7.4. Velocidad de transferencia de oxígeno en cultivos de A. vinelandii en matraces de 
500 mL, a 200 rpm y 25 mm de diámetro de agitación a diferentes volúmenes de 
llenado. 
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Tal como sucedió con el crecimiento, al aumentar el volumen de llenado la síntesis del polímero 

resultó afectada. En todos los cultivos la producción de alginato ocurrió parcialmente asociada al 

crecimiento, congruente con lo reportado anteriormente para matraces agitados (Reyes et al. 

2003; Peña et al. 2007). El cultivo a 100 mL alcanzó un máximo de 5.89 ± 0.70 g L-1 a las 72 h; 

mientras que a 200 y 300 mL la máxima concentración de alginato (a las 72 h) fue de 

2.90 ± 0.62 g L-1 y 3.26 ± 0.32 g L-1 respectivamente (figura 7.5b). En términos de los 

rendimientos de alginato en base a biomasa, para el cultivo con 100 mL se observó un 

rendimiento de 1.14 ± 0.09 gA gX
-1, a 200 mL 0.48 ± 0.07 gA gX

-1  y 0.61 ± 0.15 gA gX
-1 a 

300 mL. Bajo la condición de 300 mL de volumen de llenado, ocurrió un incremento en el 

rendimiento de alginato (YX/S). Esto podría estar relacionado con el papel biológico del polímero 

en Azotobacter vinelandii, ya que el alginato se produce como parte de la estructura del quiste 

que se forma en condiciones de desecación y en estos quistes se puede esperar limitación por 

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

Las concentraciones de sacarosa fueron determinadas a lo largo del tiempo de cultivo (figura 

7.5c), encontrando que en ninguna de las condiciones la producción de biomasa o alginato estuvo 

limitada por falta de este sustrato. Lo anterior sugiere que el crecimiento se detuvo debido al 

agotamiento de algún otro nutriente presente en el medio de cultivo. Para los tres volúmenes de 

llenado se encontraron concentraciones finales muy similares, 8.24 ± 0.74 g L-1 para 100 mL, 

6.42 ± 1.82 g L-1 para 200 mL y 9.88 ± 1.03 g L-1 para 300 mL.  

A pesar de que no existieron diferencias significativas entre las concentraciones finales de 

sacarosa y biomasa en cada cultivo evaluado, sí las hubo en la producción de alginato entre la 

condición de 100 mL y las otras condiciones evaluadas. Se sabe que Azotobacter vinelandii, 

además de producir alginato produce PHB en condiciones de limitación de oxígeno (Peña et al. 

2011a), por lo que es posible que a bajas velocidades de transferencia de oxígeno (2.8 y 

2.1 mmol L-1 h-1), haya existido un mayor flujo de la fuente de carbono hacia la producción de 

PHB con respecto a la condición de 100 mL (Castillo et al. 2013). 
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Figura 7.5. Cinéticas de: crecimiento (a), producción de alginato (b), consumo de sacarosa (c) 
y pH (d) de cultivos de A. vinelandii a diferentes volúmenes de llenado. Las líneas 
continuas en los incisos a-c indican el ajuste a los modelos cinéticos. 
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Por otro lado, se monitoreó el pH, encontrando a 100 mL una disminución de 7.1 ± 0.0 a 

5.4 ± 0.0, valores que coinciden con lo previamente reportado (Peña et al. 2007, 2011). En 

contraste, los perfiles de pH para los cultivos a 200 y 300 mL son muy similares entre sí, 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 producción de ácido algínico. 

 

7. 2. 4. Capacidad viscosificante 

La figura 7.6 muestra las curvas de viscosidad a 300 s-1 vs concentración del alginato producido 

a diferentes volúmenes de llenado agitados a 200 rpm. Las capacidades viscosificantes se 

calcularon ajustando cada curva a un modelo exponencial (ecuación 14, sección 6.6.4). Los 

valores encontrados demuestran que al incrementar el volumen de llenado del matraz y disminuir 

la frecuencia de agitación, disminuye el consumo de potencia y la capacidad viscosificante del 

alginato obtenido se incrementó. La menor capacidad viscosificante, de 0.66 L g-1, se encontró 

en la condición de alta potencia (74 kW h m-3), mientras que al disminuir este parámetro (11 a 

24 kW h m-3), la capacidad viscosificante incrementó hasta 1.14 L g-1. Esto resultó congruente 

con la predicción del análisis teórico (sección 7.1) y con lo reportado por Peña et al. (2011).  

 

Figura 7.6. Relaciones viscosidad/concentración de los caldos de cultivo de A. vinelandii en 
matraces con diferentes volúmenes de llenado agitados a 200 rpm. 
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7. 3.  Cultivos  de A. vinelandii en matraces agitados con 200 y 300 mL de volumen 

de llenado y frecuencias de agitación de 125 y 150 rpm 

 

Con los resultados del análisis teórico (sección 7.1) se predijo que, a  altos volúmenes de llenado 

(200 y 300 mL) y bajas frecuencias de agitación (150 y 125 rpm) sería posible aumentar aún más 

la capacidad viscosificante del alginato con respecto a capacidad viscosificante encontrada bajo 

las condiciones a 200 rpm.  

 

7. 3. 1. Evolución del consumo de potencia 

En la figura 7.7 se muestra la evolución del consumo de potencia y la viscosidad para cultivos de 

A. vinelandii en matraces agitados de 500 mL, con diferentes volúmenes de llenado y frecuencias 

de agitación. Al incrementar el volumen de llenado, de 100 a 300 mL, y disminuir la frecuencia 

de agitación, de 200 a 125 rpm, el consumo de potencia disminuyó a valores muy cercanos a 

cero (0.02 kW m-3). Pliego (2014) observó que a bajas frecuencias de agitación (alrededor de 

100 rpm), cuando el movimiento del líquido es muy limitado, el diferencial entre las mediciones 

con líquido y sólido es menor a la resolución del sensor de torque (0.08 Ncm). Por lo tanto, a esta 

condición, el consumo de potencia medido se encontró muy cerca del límite de sensibilidad del 

equipo de medición. En este caso, tanto la transferencia de masa y el mezclado se afectaron 

severamente; sin embargo, como se mostrará más 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 incrementó desde 0.13 a 0.22 kW m-3. En términos de la energía suministrada al 

sistema por unidad de volumen (E), en el cultivo a 125 rpm con 300 mL se entregó una potencia 

total igual a 0.4 kW h m-3; mientras que en el cultivo a 150 rpm y 200 mL se entregaron 

11 kW h m-3, un valor muy similar a la condición de 200 rpm y 300 mL de volumen de llenado 

(tabla 7.2). 
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 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 disminuyó desde 600 hasta 120 s-1. Además, los perfiles 

de viscosidad fueron muy similares en ambos casos (figura 7.7b). Sin embargo, el consumo de 

potencia de la condición a 150 rpm fue mucho menor. Las diferencias se pueden atribuir debido 

a los cambios en la frecuencia de agitación, la cual afecta la distribución del líquido dentro del 

matraz. Al disminuir la frecuencia de agitación disminuye la altura máxima del líquido y por lo 
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Figura 7.7. Evolución del consumo de potencia (línea continua) y la velocidad de corte 
efectiva (línea discontinua) en cultivos de A. vinelandii en matraces de 500 mL 
con 25 mm de diámetro de agitación a diferentes volúmenes de llenado y 
frecuencias de agitación (a). Evolución de la viscosidad aparente (línea continua) 
y el número de fase (línea discontinua) en cultivos de A. vinelandii (b). 
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tanto, el área de transferencia de momento (Büchs et al. 2007). Bajo esta condición, el sistema se 

encontró “dentro de fase”, como lo demuestra el número Ph, 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 
agitación con distintos volúmenes de llenado. 

Volumen de 
llenado (mL) 

Frecuencia de 
agitación 

(rpm) 

P/Vmáx 
(kW m-3) 

E (kW h m-3) 

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 caracterizó por velocidades de corte efectivas 

desde 220 hasta 30 s-1. Con esta información, se calcularon viscosidades aparentes de 1 a 

12 mPa·s. Estos valores, junto con la baja frecuencia de agitación (125 rpm), explican los muy 

bajos consumos de potencia observados en esta condición. 

Para poder comparar los perfiles de viscosidad obtenidos en las condiciones propuestas, se 

evaluaron a una misma velocidad de corte (          ). En la figura 7.8 se puede observar que 

la mayor viscosidad (37 mPa·s) se alcanzó en el cultivo desarrollado bajo el mayor consumo de 

potencia (1.6 kW m-3); por otro lado, en los cultivos desarrollados bajo consumos de potencia en 

el rango de 0.62 a 0.22 kW m-3, se alcanzaron viscosidades máximas 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 mínimo determinado en este 

trabajo (0.02 kW m-3).  
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7. 3. 2. Velocidad de transferencia de oxígeno 

La figura 7.9 muestra la evolución 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 encontró limitado por oxígeno alcanzando una 

VTOmáx de 2.2 y 0.85 mmol L-1 h-1, con 200 y 300 mL respectivamente (tabla 7.3). 

 

Tabla 7.3. Resumen de las velocidades de transferencia de oxígeno máximas en matraces de 500 mL 
a diferentes frecuencias de agitación con distintos volúmenes de llenado. 

Volumen de 
llenado (mL) 

Frecuencia de 
agitación 

(rpm) 

VTOmáx 
(mmol L-1 h-1) 

100 200 5.50 

200 200 2.80 

200 150 2.20 

300 200 2.10 

300 125 0.85 

 

 

Figura 7.8. Evolución de la viscosidad del caldo de cultivo de A. vinelandii bajo distintas 
condiciones de operación. Todos los valores son reportados a una velocidad de 
corte igual a 300 s-1. 
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Los decrementos en la VTO pueden explicarse, por un lado, por disminuciones en el consumo de 

potencia, lo que afectó el transporte convectivo. Y por otra parte, por cambios en la distribución 

del líquido en el matraz, ya que al incrementar el volumen de llenado y disminuir la frecuencia 

de agitación, disminuyó el radio del paraboloide que describe la distribución del líquido, lo que 

resultó en la reducción de la interfase gas-líquido (figura 7.3). 

 

En el cultivo con 200 mL a 150 rpm, la VTO incrementó a partir de las 36 h desde 1.65 a 

2.2 mmol L-1 h-1. La transferencia de masa en la película de líquido en la pared del matraz puede 

describirse con la teoría de penetración de Higbie bajo ciertas condiciones de operación; sin 

embargo, su validez depende sensiblemente del grosor de la película y el tiempo de contacto 

(Maier et al. 2004). La teoría de Higbie se deriva de la suposición de un espacio semi-infinito, lo 

que significa que sólo es aplicable cuando la profundidad de la penetración es mucho menor 

comparada con el grosor total de la película de líquido (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 teoría de Higbie no es aplicable. La VTOmáx en un matraz agitado incrementó cuando 

la viscosidad aumentó de 1 a 10 mPa·s. A viscosidades iguales a 80 mPa·s, la VTOmáx 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 película, la concentración de oxígeno en la pared del matraz es muy 

cercana a 0 mol m-3; contrario a lo que pasa a bajas viscosidades, donde la concentración de 

 

Figura 7.9. Velocidad de transferencia de oxígeno en cultivos de A. vinelandii en matraces de 
500 mL, a 25 mm de diámetro de agitación, a diferentes frecuencias de agitación y 
con distintos volúmenes de llenado. 
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oxígeno en la película es mayor a 0 mol m-3. Esto maximiza el gradiente de concentración en la 

interfase gas-líquido, lo que resulta en incrementos en la transferencia de oxígeno en la película 

del líquido (Giese et al. 2014a). 

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

        - , figura 7.8) y de transferencia de oxígeno, 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 manipulación de distintos parámetros operacionales 

puede dar lugar a áreas de transferencia muy similares. 

 

7. 3. 3. Cinéticas de crecimiento, producción 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 específica de 

crecimiento fue de 0.10 ± 0.00 h-1, alcanzando concentraciones finales de biomasa y alginato 

iguales a 4.11 ± 0.08 y 3.27 ± 0.52 g L-1, 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 encontró bajo una alta limitación de oxígeno (0.85 mmol L-1 h-1), por lo tanto, el crecimiento y 

la producción de alginato resultaron afectados negativamente. La velocidad específica de 

crecimiento fue igual a 0.07 ± 0.00 h-1, y la cantidad máxima de alginato producido fue igual a 

1.64 ± 0.23 g L-1 (figura 7.10b); sin embargo, el rendimiento fue mayor comparado con las 

condiciones de intermedia y baja potencia. Como se mencionó anteriormente, rendimientos 

elevados de alginato para A. vinelandii han sido reportados bajo condiciones de limitación de 

oxígeno 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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Grupo AP 

Grupo PI 

Grupo MBP 

 

 

 

 

Figura 7.10. Cinéticas de: crecimiento (a), producción de alginato (b), consumo de sacarosa (c) 
y  pH (d) de cultivos de Azotobacter vinelandii a diferentes volúmenes de llenado 
y frecuencias de agitación. Las líneas continuas en los incisos a-c indican el ajuste 
a los modelos cinéticos. 
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El consumo de sacarosa, en el cultivo con 200 mL a 150 rpm la sacarosa residual (72 h) fue igual 

a 10.29 ± 1.29 g L-1 (figura 7.10c). Estos valores coinciden con los encontrados en los cultivos 

desarrollados PI (24 y 12 kW h m-3). En este grupo se observaron perfiles de viscosidad, 

crecimiento, producción de alginato y consumo de sacarosa similares. Esto sugiere que bajo esas 

condiciones, no hubo diferencias en la movilización de la fuente de carbono hacia las diferentes 

vías metabólicas en A. vinelandii, probablemente debido a que las velocidades de transferencia 

de oxígeno fueron similares. 

 

Tabla 7.4. Resumen de los parámetros cinéticos de los cultivos de A. vinelandii a diferentes 
volúmenes de llenado y frecuencias de agitación. 

E 
(kW h m-3) 

VTO 
(mmol L-1) 

  (h-1) Algmáx 
producido 

(gA L-1) 

     
(gA gX

-1) 

74 190 0.11 ± 0.01 5.89 ± 0.70 1.14 ± 0.09 

24 153 0.09 ± 0.00 2.90 ± 0.62 0.48 ± 0.07 

11 129 0.10 ± 0.00 3.27 ± 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 

 

Figura 7.11. Rendimiento de alginato con respecto a la biomasa en función de la energía 
suministrada al matraz. 
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En contraste, la concentración final de sacarosa (72 h) en el cultivo con 300 mL a 125 rpm, fue 

igual a 15.74 ± 0.70 g L-1 (figura 7.10c). El menor consumo de sacarosa observado en esta 

condición fue congruente con menores producciones de biomasa y alginato. Debido a esto, la 

producción de ácidos orgánicos asociados al metabolismo disminuyó considerablemente, lo que 

resultó en un decremento mínimo 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 concentración del alginato producido en las 

condiciones evaluadas en este trabajo. La menor capacidad viscosificante (0.66 L g-1) se 

encontró en la condición de AP. En contraste,  las mayores capacidades viscosificantes (1.00 a 

1.14 L g-1) se observaron bajo las condiciones de PI, con VTOmáx similares (2.1 a 

2.8 mmol L-1 h-1). 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 correlación 

       ).  

En la figura 7.13 se puede observar la capacidad viscosificante (CV) en función del consumo 

total de potencia (E). La capacidad viscosificante es inversamente proporcional a la energía 

entregada al sistema, de acuerdo con Peña et al. (2011).  

 

Figura 7.12. Relaciones viscosidad/concentración de los caldos de cultivo de A. vinelandii en 
matraces agitados a diferentes volúmenes de llenado y frecuencias de agitación. 
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Adicionalmente, se determinó 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 (Peña et al. 2006, 2007), la relación de viscosidad 

vs concentración 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 h m-3), lo cual sugiere que ambos 

productos poseen características químicas similares. Por otro lado, contrario a la capacidad 

viscosificante del caldo de cultivo desarrollado a 24 kW h m-3, la viscosidad del alginato 

reconstituido es menor a la de las condiciones mencionadas anteriormente, así como el alginato 

 

Figura 7.13. Viscosidad aparente de soluciones de alginato reconstituido obtenido bajo 
distintas condiciones de operación en matraces agitados. 

 

0 

5 

10 

15 

20 

25 

0 1 2 3 4 5 

η 
a 

30
0 

s-1
 (m

Pa
.s)

 

Concentración de alginato (g L-1) 

E (kW h m-3) 
 74 
■ 24 
● 12 
 11 
 0.4 

 

Figura 7.14. Capacidad viscosificante (CV) en función del consumo de potencia (E). En azul 
se muestran los valores generados en este trabajo; en blanco se muestran datos 
de Peña et al. (2011). 
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producido a MBP, cuya solución generó muy bajas viscosidades en comparación al sintetizado 

bajo potencias mayores. Una vez ajustado el pH, el efecto de la viscosidad se debe a las 

características químicas del alginato (peso molecular, acetilación y relación M/G). Bajo 

condiciones de PI, no hubo diferencias significativas en el peso molecular ni el grado de 

acetilación (sección 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 relación y organización monomérica. La 

distribución de los monómeros en una cadena de alginato no puede describirse estadísticamente, 

por lo que no es suficiente conocer la composición monomérica del alginato para determinar la 

estructura o las propiedades del polímero (Skjak-Braek y Draget 2012). Por otro lado, estudios 

de difracción de rayos X han demostrado que los residuos de guluronato en bloques 

homopoliméricos se encuentran en conformación 1C4, mientras que los residuos de manuronato 

se encuentran en conformación 4C1. Por lo tanto, el alginato contiene los cuatro enlaces 

glucosídicos posibles: diecuatorial, diaxial, ecuatorial-axial, y axial-ecuatorial (figura 7.15). El 

enlace diaxial entre los bloques G resulta en una rotación obstaculizada alrededor del enlace 

glucosídico, lo que puede dar lugar a cadenas de alginato más extendidas y fuertes. Además, las 

repulsiones electrostáticas entre los grupos cargados del polímero pueden incrementar la 

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

 

 

 

 

Figura 7.15. Estructura conformacional del alginato. Posibles enlaces glucosídicos: 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.  Características químicas del alginato producido en matraces agitados por 

A. vinelandii 

Las propiedades reológicas del alginato dependen principalmente del peso molecular (PMP), el 

grado de acetilación y la relación M/G (Clementi 1997; Peña et al. 2006; Peña et al., 2011; 

Skjak-Braek y Draget 2012). Varios autores han descrito el efecto positivo de la limitación de 

oxígeno en el peso molecular y el grado de acetilación del alginato (Peña et al., 1997; Díaz-

Barrera et al., 2007; Peña et al., 2011; Flores et al., 2013; Castillo  et al., 2013).  Este fenómeno 

puede explicarse como resultado de distintos cambios metabólicos que favorecen los procesos de 

polimerización y acetilación 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 limitación 

de oxígeno, con valores de VTOmáx entre 0.85 y 5.5 mmol L-1 h-1.  

Entre los cultivos desarrollados a 12 y 74 kW h m-3, se encontraron las diferencias más 

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-3 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-3, el peso molecular incrementó a valores 

alrededor de 2200 ± 200 kDa. Con similitud a estos resultados, Peña et al. (2011) reportaron 

incrementos en el PMP del alginato producido en cultivos desarrollados a 74 y 15 kW h m-3, 

desde 1750 ± 50 a 1880 ± 40 kDa.  

 

Figura 7.16. Peso molecular promedio y grado de acetilación del alginato en función del 
consumo de potencia (E). 
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Por otro lado, no hubo diferencias significativas en el grado de acetilación en los cultivos 

evaluados entre 11 y 74 kW h m-3, con valores entre 2.60 ± 0.60 y 3.00 ± 0.37 %, 

respectivamente. Estos valores se encuentran dentro del rango de acetilación reportado para 

cultivos bajo condiciones de limitación de oxígeno (Castillo et al. 2013); sin embargo, no se 

encontró el incremento reportado por Peña et al. (2011) desde 3.5 ± 0.3 a 5.8 ± 0.3 % para 

cultivos desarrollados a 74 y 15 kW h m-3, respectivamente. En contraste, en los cultivos 

desarrollados a la más baja potencia (0.4 kW h m-3), el grado de acetilación de los alginatos 

disminuyó hasta 1.90 ± 0.45 %. Se ha propuesto que bajo condiciones de limitación de oxígeno, 

el flujo de acetil-CoA se dirige hacia la producción de PHB y la acetilación del alginato (Castillo 

et al. 2013). Es posible que bajo la condición de menor VTOmáx, el acetil-CoA se haya utilizado 

principalmente para la producción de PHB, disminuyendo su disponibilidad para la acetilación 

del alginato.  

 

7. 6.  Escalamiento en biorreactor 

En la última etapa de este proyecto, se propuso realizar el escalamiento de la producción de 

alginato con una alta capacidad viscosificante de matraz a fermentador de 3.0 L. El consumo de 

potencia es uno de los parámetros operacionales más importantes, especialmente en cultivos de 

reología compleja, ya que está relacionado con la hidrodinámica del sistema, el mezclado y la 

transferencia de masa (Büchs 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; Peña et al. 2008; Gamboa-Suasnavart et al. 2013). Además, 

en este trabajo, se demostró que a bajos consumos de potencia (11 kW h m-3), 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 condición 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-3, se reprodujo en un fermentador 
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incrementando la frecuencia de agitación de 320 a 500 rpm (velocidades que se determinaron 

con el algoritmo propuesto  en la sección 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 incrementó la frecuencia de agitación. 

 

En la figura 7.18a se muestra el perfil de tensión de oxígeno disuelto (TOD) en el biorreactor de 

3 L. El perfil de TOD coincide con información previamente reportada para cultivos de A. 

vinelandii en biorreactor sin control de TOD (Díaz-Barrera et al. 2007; Millán 2006), en donde 

generalmente se distinguen 3 etapas. La fase de adaptación (hasta las 7 h), en donde rápidamente 

el oxigeno disuelto disminuye a valores cercanos a cero, lo anterior como resultado de la alta tasa 

de consumo de oxígeno, característico de esta bacteria (Díaz-Barrera et al. 2007; Millán 2006; 

Castillo et al. 2013). En la segunda fase, la TOD permaneció constante en valores cercanos a 

0 %, es decir, en limitación de oxígeno (Castillo et al. 2013), esto coincidió con la fase de 

crecimiento de A. vinelandii. Finalmente, al iniciar la fase estacionaria, la velocidad de 

respiración de la bacteria disminuyó y la TOD se incrementó (62 h). A partir de las 46 h 

ocurrieron incrementos en la TOD, esto se puede deber a que la reología del caldo de cultivo 

cambió, lo que podría dar lugar a un mezclado deficiente y, por lo tanto, lecturas incorrectas en 

el sensor de O2. 

 

Figura 7.17. Cambios en la frecuencia de agitación en el biorreactor de 3 L para reproducir el 
perfil de potencia de matraces agitados. 
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Figura 7.18. Perfil de TOD (a), pH (b), cinética de crecimiento (c) y de producción de 
alginato (d) en fermentador de 3 L y matraz agitado con 300 mL agitado a 150 
rpm con cultivos  de A. vinelandii. 
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El pH en el biorreactor (figura 7.18b) disminuyó de 7.0 a 5.7 debido a la producción de ácido 

algínico, similar a lo ocurrido en los cultivos en matraces agitados. En la figura 7.18 se muestran 

la producción de biomasa (c) y alginato (d) en el biorreactor de 3 L. En el escalamiento se 

lograron obtener tendencias muy similares en producción de polímero. Al final del cultivo (70 h) 

se alcanzó una concentración máxima de biomasa igual a 4.4 g L-1. En términos de la producción 

de alginato, se alcanzaron 3.7 gA L-1 al final del cultivo. Existen reportes (Díaz-Barrera et al. 

2007, 2009; Peña et al. 2011) que demostraron que el crecimiento celular y la producción de 

alginato son función 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 

oxígeno, como se puede observar en el perfil de TOD, el cultivo en biorreactor, al igual que los 

cultivos en matraces, se desarrolló bajo limitación de oxígeno. 

Por otro lado, se encontró una capacidad viscosificante de 0.94 L g-1, en donde, a 

concentraciones de alginato alrededor de 3.5 g L-1 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-3. En el fermentador, el peso molecular promedio fue de 

1760 kDa, y el grado de acetilación fue 2.42 %, ambos valores se encontraron dentro del 

intervalo determinado en los matraces agitados.  

 

 

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 información generada en este proyecto contribuye al entendimiento de los fenómenos de 

transporte e hidrodinámicos que ocurren dentro de un matraz agitado bajo diferentes condiciones 

operacionales, y cómo éstos pueden determinar el comportamiento de un cultivo bacteriano. Los 

resultados indican que la capacidad viscosificante del alginato, producido en cultivos de 

Azotobacter vinelandii, está influenciada por el consumo de potencia y, por lo tanto, por la 

velocidad de transferencia de oxígeno.  

Desde el punto de vista tecnológico, este estudio proporciona un acercamiento para entender el 

escalamiento del proceso de producción de alginato, con la posibilidad de utilizar esta 

información en la implementación de distintas estrategias de cultivo que permitan mejorar la 

producción y/o calidad del polímero. 
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8. CONCLUSIONES 

 

- En este trabajo se logró caracterizar el consumo de potencia y la transferencia de oxígeno 

en cultivos de Azotobacter vinelandii en matraces agitados, en una región de baja 

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

- Los cultivos de A. vinelandii en matraces con volúmenes 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-3 y velocidades de transferencia de oxígeno de 0.85 a 2.8 mmol L-1 h-1. 

- Estas condiciones de baja potencia y transferencia de oxígeno tienen un efecto negativo 

sobre el crecimiento celular y la producción de alginato de A. vinelandii, debido a la 

limitación de oxígeno. 

- La capacidad viscosificante del alginato producido por A. vinelandii, en estas condiciones 

de baja potencia y limitación, se incrementa significativamente de 0.66 a 1.14 L g-1, 

debido al incremento en el peso molecular del polímero (de 1760 ± 95 a 

2200 ± 200 kDa). 

- Utilizando el consumo de potencia como criterio de escalamiento, es posible producir 

alginato de alta capacidad viscosificante (0.94 L g-1) en un biorreactor, similar al 

polímero obtenido en matraces. 
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9. PERSPECTIVAS 

 

- Es recomendable medir el consumo de potencia y la velocidad de transferencia de 

oxígeno en el biorreactor de tanque agitado para entender cuál de estos parámetros 

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

- Existen reportes en donde se ha encontrado que el peso molecular es inversamente 

proporcional a la velocidad específica de crecimiento (Priego et al. 2005; Díaz-Barrera et 

al. 2009, 2010). Considerando que en este trabajo el rango de velocidades de crecimiento 

estudiado fue de 0.07 a 0.11, sería 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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