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RESUMEN

Con cl objcto do presentar una opcibn para la produccién -
de forrajes baratos para utilizarlos en la Facultad de Estudios
Superiores Cuautitlfn, se rcalizé un estudio sobre la cinética_
de crecimicnto de Pseudomonas caxcopk«lli empleando melaza de -
cala como sustrato.

Se cvalub y optimiz6é ci crecimiento en cultivos por lote y_
continuo en funcién de parSmetros ambientales como pH, sustrato
y temperatura, asf como la velocidad de dilucibn en cultivo con
tinuo.

Los rcsultados obtenidos arrojan oroductividades alrededor_
de 1.4 q/tir y 3.21 g/8Hr en cultivo vor lote y conz:inuo, res-
pectivamente.

Los valores Sptimos encontrados son: oH de 7, temveratura -
37°C, y una concentracién de azdcar de 5%:; la velocidad mixima_
de crecimiento en cultivo por lote fuc de 0.415 Hr-t, v la velo-
cidad de dilucién en donde se obtienc 1la m&xima nroductividad -
fue 0.25 Hr~!,

Finalmacnte, se recalizé un estudio nutricional de la biomasa
obtenida, cuyo contenido protéico no es menor del 44% y una di-

qostibilidad in vitro del 84%.
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INTRODUCCION

1. PPOBLEMA ALIMENTARIO.

Desouls de miles de aflos de crecimiento lento, la poblacibn
mundial se¢ ha incrementads enormemente durante la sequnda mitad_
del presente sitlo, lleqgando en la actualidad a una cifra cerca-
na a 4000 millones dc sercs humanos.

Las Naciones Unidas cstiman que, en los préximos 25 afios la
poblacifén del mundo se duolicar§, lo que implica que la produc--
cibn do satisfactores, v en particular los alimentos, deber§ du-
plicarse on el mismo perfodo, tan s6lo para mantener el nivel de
alimentacién actual, sin tomar en cuenta ninguna 3cjorade la sub
alimentacién a gran escala Gue existe en los pafses subdesarro--
1lados (27). Si se toman en cuenta los niveles de ingestibn do -
protoina/dfa que la 0.M.S. (1973) recomienda y que van de 14 a 16
g, deoendiendo del scxo y edad de la persona, la produccifn mun-
dial de protefna necesita aumentar alrededor de 59\ para 1990-54
millonecs de toncladas nis que la produccibn actual—. (62)

Lo anterior c¢s m§s dram§tico si sc toma en cucnta que el --
consumo de protefna en 1os pafses desarrollados (173 de la nobla
cién mundial) es cercano a 100g/dfa, mientras que cf consumo en_
los pafscs subdesarrollados (los 2/3 restantcs) es inferior a 60
g/dfa, L3 F.A.O. cstima que sc reguicre un incremento entre 12_
y 36 millones de toncladas dara llevar el consumo d¢ los pafscs_

subdesarrollados a un nivel similar al dc los desarrollados (53).



En Mfxico, la poblacibn cn 19897, superé lon 74 millones de
habitantes, y se cstima para 1990, un valor cercano a 70 millo--
nes (Tabla 1). Esto implica una tasa dec crecimiento de 3.3 ¢ a-
nual, aproximadamcnte, lo que hace mSs dramftico cl déficit dec -
produccifn dc alimentos que sc presenta desde hace varios anos y
que ha dado lugar a un incremento de casi 2000 v cn los volidmenes

de alimentos (mportados (45).

TABLA 1

CRECIMIENTO POBLACIONAL PARA EL
PERIODO 1940-1990 ¢

ARO MILLONES DE HAB.
1940 20
1950 26
1960 35
1970 49
1980 74
1990 93

* Adaptado de Quintero, 1976.

Mis fmportantc que los aspectos cuantitativos mencionados, -
cs cl déficit alimentario en términos cualitativos, lo que signi
fica una ingestibn insuficiente de protefnas (62). Las protef--
nas, combinaciones complcjas de anino8cidos, son esenciales en -

todo organismo vivo, tanto c¢n ¢l peso, como desde el punto de --



vista fisiolbéoico, debido a que casi la totalidad de las reaccio
nes que sc llevan a cabo en ¢l orcanismo son catalizadas por cn-
zimas, quc a su vez son de naturaleza protéica. Lo anterior po-
ne de manificsto la importancia que tienc un suplemento continuo
y adccuado de proteina para lograr un desarrollo integral en el_
humano y cn la mayorfa dc los organismos supcriores.

Son varios los cfectos que una nutricién deficiente en nro-
tefnas ocasiona on el scr humanoy dependen, tanto de la calidad_
de la protefna ingerida, asf como de 1a edad del individuo que -
la ingiere. Con el fin de ilustrar esto, se presenta en la Ta--
bla 2 una comparacién entrc los suplemcentos y los requerimientos
de cnergfa y protefna para pafses subdesarrollados y desarrolla-
dos, y el cfecto que tales relaciones tienen en 3 indicadores --
del cstado de salud de la ooblacién. Se observa que, tan pronto
como los suplementos alcanzan o suveran ¢l 100% de los requeri--
sicntos, ¢l exceso de orotefna, por cncima y por debajo de los -
niveles de scquridad de ingestién aumenta a una velocidad aGn ma
vor, lo que a su vez est§ asociado a un aumento de su calidad. _
Tanbién sc observa que sin duda hay falta de protefnas de buena_
calidad cn los oafses subdesarrollados.

La d ia de la prod i6n de protefna en México, a par-

tir de fucntes convencionales, durante ¢l perfodo 1970-1985 ests
dada cn la Tabla 3. La produccibn animal ha tenido un crecimien
to cercano al 4.8% anual, el oescado 10%, y los productos agrico-
las 4%,

La domanda para la alimentacién animal y humana en ¢l mismo
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TABLA 2

RELACION ERTRE EL SUPLEMENTO Y EL
REQUERIMIENTO DE PROTEINA *

Clasificacién S S/R VA S/R

por pafscs cal prot A B ¢
Subdesarrollados:

S/R cal 90% 85 127 9.9 2.94 120.40
S/R cal 90-109% 97 156 67.5 3.01 118.06
S/R cal 1108 112 183 2.4 3.06 120.05
Dosarrollados:

S/R cal 90-109% 106 25 26.8 3.03 124.8
S/R cal 110-119% 116 213 29.6 3.24 124.7
S/R cal 1208 122 236 25.4 3.36 126.4

* Nico!, 1973.

Suplexmento

Requerimiento

Mortalidad infantil por cada 1000 nacimientos
Peso al nacer (Kg)

Altura a los 8 aros (cm)

NnNE>o0
[ ]

perfodo, se muestra en le Gr&fica 1, que indica un d&ficit cre--
ciente, considerando que el 80% de la protefna requerida para el
consumo animal provienc de cereales, y que el contenido protéico
de los alimentos, para consumo humano, cs de 708 (48).

El déficit para 1970 fue de aproximadamente 750,000 tonela-
das, y para 1985 sc espera un déficit de 1.03 =iilones de tonela

das. El ofecto inmediato de este déficit es el aumento en las -
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TABLA 3

PRODUCCION DE PROTEINA DE FUENTES
CONVENCIQNALES EN MEXICO (Torvano) ©

PUENTE 1970 1975 1980 1985
Came g. vacuo 122028 154264 145264 236534
Carmne g. porcino 24664 31178 38415 49827
Aves 19676 24874 31445 39752
Otros 5571 7042 8902 11254
Huevos 42108 48815 61711 78013
Leche dc vaca 161290 203899 257763 325857
Pescado 37918 61100 101520 167378
Mafz 858853 1030624 1236748 1484098
Frijol 223910 268692 322430 386916
Trigo 270397 324476 389372 467246
TOTAL 1766435 2154964 2644322 3256875

* Quintero, 1976.

importaciones dec productos alimenticios tales como leche, pesca-
do y ccreales (45).

La posibilidad de lograr aumentos consiaerables en la pro--
duccién agropecuaria cxiste, pero dependc de las medidas estruc-
turales ¢ institucionales que adoptan lo» paises en vias ae desa
rrollo. Bn México sc espera que con ¢l S.A.M. sc logre a media-
no plazo incrementar la produccifén ae alimentos, tanto para ani-

males comn ovara humanos.



GRAPFPICA 1

MILLONES DE TONELADAS DE PROTEBINA/ARO
-

1983
Afo

PPNODUCCION, DEMANDA Y DEFICIT DE PROTEINA EN MEXICO.

a) DEMANDA: 1002 alimentacién snimal, 1007 alisentaciéo humana
b) DEMANDA: 802 alimentacién animal, 1007 alimentaciée humans
€) PRODUCCIOR de Protefna aninal y vegetal

d) DEFICIT de Protefna: 80T alim. anfmal, 100X alim. humana



Actuslmente, las oleaginosas son la lfnca que soporta la --

oroduccién { iva de dos en g 1 son mis baratas que -

el forrajo tradicional, y tiemen un alto contenido dc protofna_
de buena calidad. Hasta ahora, la m&s importante ha sido la soya,
que ademSs proporciona una gran variedad de productos como ox---
tractos, aislados o concontrados de soya: sc cmplea como sustitu
to do carne debido a su capacidad de absorcién de agua, mojora--
miento de sabor y textura, disminucién de la contraccién muscu--
lar y capacidad de retencién de grasa: cs la protefna vegetal -
que coapite m&s favorablemente con las protcfnas animales, lo --
cual no os muy comin en las protefnas vegetales (62).

El resumen del panorama mundial presentado permite ver que,
cualquier fuente alterna de protefnas que tienda a disminuir los
déficits mencionados anteriormente, debe tomarse en cuenta cada_

vez que la poblacién tienda a incrementarse. Es importantc te--

ner prosonte también, que la produccién de p ¢ ional
es cada vez mSs costosa por el constante aumento en los precios_
de la tiorra, asf como de los insumos necesarios para la produc-
cién agropecuaria, por 1o cual es deseable que las fuentes alter

nas dc protefna sean mis econdaicas que las ya existentes.



2. LA PRODUCCION AGRICOLA Y SUS SUBPRODUCTOS.

Como se indicé en la Tabla 3, las principales fuentcs de --

protefna do origen veg 1 son las rep das por ¢l mafz, el
frijol y ol trigo, siendo ademfs el mafz, ¢l cultivo mSs impor--
tantoe on todo ol pafs.

El segundo cultivo on importancia en México lo constituye -
la cafia do azdcar que, aunque no es una fuentc de protefna, sf -
es, on forma de azdcar, la principal fuente do calorfas de la --
dicta del moxicano.

Los 4 cultivos mencionados producen cantidades variables de
daesechos que, en nGmero y peso, son mayores que los productos de
ellos obtenidos, como son: pajas, bagazos o rastrojos, ricos en_
celulosa y lignina, pero ademfs, en el caso de la cafia de azdcar
Yy el mafz, sc obticnen melazas ricas en carbohidratos solubles,-
lo que constituye una ventaja con respecto a los residuos celuld
sicos, que en su mayorfa son insolubles.

Tanto ol mafz como la caia de azdcar, son cultivos de tempo
ral, sin embargo, gracias a la diversificaci6n de las técnicas -

de cultivo, la produccién se ha podid der hasta cerca de 8

meses al afio, 10 que permite espaciar durante mayor tiempo la --
disponibilidad dec estos residuos y transformarlos en materia pri

- 2

ma para otras industrias, o bien, en P tos que i -

tan la rentabilidad del proceso.
La produccién de az@car y de caiia de azGcar, es uno de los_

factores mis importantes cn la economfa agrfcola de México. De
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las industrias derivadas de la tierra, la azucarera combina las_
caracter{sticas y problemas de actividades agrfcolas ¢ industria
los, y prosenta las mayores dificultades para sostencr una pro--
duccibn cconbmica equilibrada, lo que sc¢ hacc mfs diffcil si sc_
toma on cuenta la gran inversi6n de capital fijo que que se re--
quierc para transformar la cafia de azdcar cn productos comercia-
les (5).

La caifia de azdcar os un cultivo tfoico do regiones tropica-
les subdesarrolladas (20), sin embarqgo, la industria azucarera -
so distingue de otras porquo nace y sc transforma en el campo, -
aunque en sentido estricto, es una industria netamente extracti-
va quo propicia polos de desarrollo industrial que caplean mano_
de obra constante, tanto agrfcola como fabril, 10 que ayuda a la
descentralizacién econbmica del paf{s (9). Cabe mencionar, que -
la caila de azGcar posee uno dc los sistemas fotosintéticos mis -
oficientes que se conocen, 10 que la ubica en un lugar oreponde-
rante en el roino vegotal.

Lo anterior obliga a vrestar especial atencién a todos los_
aspectos que la integran, y transformarla asf, en una industria_
mfs oficionte. Para ilustrar su importancia, sc presentan en la
Tabla 4, algunos aspectos cconfaicos de la caina de az@car. Como
sc puede apreciar en la tabla, el rendimicnto por hectSrea para_
la cafia oscila alrcdedor de las 70 toncladas, aientras que la so
ya o8 de 1.5 - 2.0 toneladas (aunque cxisten reportes de produc-
cién hasta de 120 Ton/Ha para la caia de azdcar).

Un balance global para ¢l proceso que sufre la caia de az@-
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TABLA 4

ASPECTOS ECONOMICOS DE CARA DE AZUCAR Y SOYA ¢

Afio Superficio Produccién Valor
(Ha) (Ton) (s x 10%)

Cafia de AzGcar:

1973 505,063 32,861,253 2,790,137

1974 491,482 33,499,145 3,307,443

1975 497,691 35,840,570 4,158,725

1976 496,268 31,386,550 5,315,969

1977 463,547 28,205,952 6,322,979

1978 537,172 35,474,851 8,684,697

Grano deo Soya:

1973 311,895 585,474 1.774.132

1974 300.118 491.084 1.618.892

1975 344,450 598.694 2.005.041

1976 172.319 302.402 1.255.688

1977 314.276 516.275 2.690,680

1978 216.514 333,960 1.912.454

* S.P.P. 1980.

car arroja los datos p dos en el Cuadro 1, en el cual se -
observa que los pr les subprod del p de 1a cafia_

de azficar son: bagazo, melazas y lodos de filtrado.
Bn el caso particular de la melaza, se produce en una pro—

porcién aproximada de 1-4 con resp al azdcar, y su produc---

ci6n en cl ciclo agrfcola 78-79 fue suporior a 1 millén de tone-
ladas (5S).

La composiciSn de una meclaza es funcién de f &-
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CUADRO 1

BALANCE DE MASA APROXIMADO PARA UNA
OPERACION DEL MOLINO DE AZUCAR *

Ilno Ton de MI
1300 Kulir Electricidad excedente
11.2 Ton Asécar bruta
5.0 Ton Bagazo excedente, 49X H.
Imm oE “"’a 2.7 Ton Melasa, 89°Brix

3.0 Ton Lodo filtrado, 80X H.
0.3 Ton Cenizas

Suposicioness

Sacarcsa en la cala
Fibra en 1a caiia
Extraccifo con wolino
Recuperscia total

Pureza del jugo mezclado
Coansumo de vapor/Ton cafia

de vapor gensrado/Ton bagazo hiimedo

8ee2cso
gl‘.‘"l‘.‘

~

5 ]

-
(]

In donde:

Bagazo, es desperdicio celulSeico,
azas, fuente rics ean carbohidratos, y
Lodo & dio, es una 1s complefa.

mEE

. Rolz , 1975.

ficosy agrfcolas, de la variedad de cafa utilizada, y de la efi-
ciencia con la que opera el ingenio. Una comparacién tipica, se

muostra en la Tabla 5 (53). Las mclazas, como puede observarse_

en la tabla, son ricas en azf £ bles, mi les esen-

ciales (K,Mg,P,2n,Fa,Cu), vitaminas (biotina, &cido pantoténico,
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inositol, piridoxina, tiamina) y algunos aminofcidos (aspdrtico,
glutémico, glicina), razones por las cuales son materia prima -
emploada cn gran nfimero de industrias, entre las que sc encuon-
tran:

Alizmentacién Animals en donde son fuente importante de ---
enerafa y substituyen parcialmente los granos en las racfones a
nimales, ¢ incluso, si se suplementan con ureca y f6sforo, puc--
don reemplazar fuentes de protefna (20).

Permentacioncs: las melazas de msejor calidad se emplean en
la produccién do antibibticos y aminofcidos: las molazas de nme-
diana calidad, se 1 en la prod 6n de &cido citrico y,-

L3

las remanentes de baja calidad, para la produccién de alcohol.

TABLA S

COMPOSICION APROXIMADA DE
NELAZAS DE CARA *

Coaponente
S6lidos totales 7 -85
Azficares totales S0 - S8
Nitx6geno 0.08 - 0.5
P20 0.009- 0.07
Cao 0.15 - 0.8
0.25 - 0.8
K20 0.80 - 2.2
S102 0.05 - 0.3
Al20) 0.01 - 0.04
F020, 0.001- 0.01
Carbono 28-1
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Para ol potencial mencionado, un alto porcentaje de la me-
laza producida se cxporta para servir de materia prima en indus

trias quo pued b prod con un valor agregado, mu=---

chas veces mayor dol de la melaza de la que se partié.

Lo anterior, se ilustra em la siguiente figura:

PIGURA 1

VENTAS DE MIELES INCRISTALIZA3LES
( 1979 ) .

étpoructono. All para

Alcohol especial *
Levaduras **

Otras Ind ias =

** Consumo Intorno = 39 §
Total de Ventas = 100 % ( 1,016,775 Ton)

¢ C.N.I.A. 1979.
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Como se pucde observar, por las caracter{sticas y la canti
dad do melaza producida, es &sta un sustrato con capacidad para
soportar todavia un mayor nGmero de industrias que hagan posi--
ble aumontar la rentabilidad del proceso de 1a caiia de azdcar.

3. LA INDUSTRIA DE PERMENTACIONES Y SU POTENCIAL EN LA PRODUC--
CION DE PROTEINA UNICELULAR.

El cmpleo de microorganismos cn alimentaci6n se conoce des
de tiempos muy antiguos, por lo que la historia de las fermenta
cionos se remonta a muchos afios atrés. Primero, la produccién -
do fermentos como vino, cerveza, quesos, vinagre y pan, en las_

a

cuales se

fa la pr ia y la acci6n de los amicroorga-
nismos.

La levadura ha sido usada en panificacién durante mucho --
ticmpo, y desde luego, la levadura de cervecerfa, que fue quizé
ol primor desarrollo tecnolégico formal de un proceso microbia-
no. Las bacterias, son la base principal de alimentos tales co-
mO yogurt, queso y sauerkraut.

BEn Alemania, durante la Primera Guerra Mundial, se realiz6

el primer csfuorzo moderno para la produccién de la levad To-
ala y su capleo on alimentacién. Este proceso continu6 durante
el verfodo comprendido cntre las dos Guerras Mundiales, alcan--
zando una produccién mixina de 15,000 Ton/afio (34).

D és de la Sequnda Guerra Mundial sc abrieron nuevos --

L
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hort en la ind ia do fermentaciones, con la introduc--
cién del cultivo sumergido, lo que a su vez dié lugar a la oro-
duccibn en gran oscala de antibi6ticos, estcoroides, y regulado-
res motabSlicos y, m8s rccientemente, la produccién do enzimas_
aspecificas y cnzimas inmovilizadas.

Las ventajas que los sistemas microbianos presentan, se --
pueden resumir princivalmente en:

i) r8pido crecimiento;

i)

pacidad para en casi cualquier sustrato, y
14i) requerimientos ambientales escasos, en general.

Bl répido crecimionto de los microorganismos se hace muy -
evidente, si se comparan los tiempos de duplicacifn que preson-
tan diversos organismos involucrados en la alimentacién humana,

como se ilustra en la siguiente tabla:

TABLA 6

TIEMPO DE DUPLICACION DE LA MASA CELULAR
DE ALGUNOS ORGANISHOS

Organismo Tiempo

Bacterias 20-200 min.
Levaduras 45-350 min.
Honaos 60-500 min.
Algas 6- 18 hrs.
Pastizales 1- 2 sea.
Aves 2- 4 sem.

Bovinos 1- 2 meses
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Otra ventaja derivada del corto tiempo de duplicacién es -
ol hecho do facilitar la manipulacibén gonética en perfodos cor-
tos, as{ como medianto métodos més sencillos y seguros que los_
emplcados en organismos superiores.

La gunda y ventaja pl das permiten flexibili

dad para poder cmplear mfs de un sustrato, lo cual es importan-

te en un proceso industrial.

Pinal , los pr microbianos no estdn sujctos a va
riaciones de tipo ostacional, como ocurre con la mayorfa dec los
productos agrfcolas, e incluso con algunos animales.

La expresién “Protefna Unicelular® (P.U.) 6 “"Single Cell -
Protein® (S.C.P.) fue creada en 1966; se eligi6 como una forma_
nueva y neutra para describir las protefnas microcelulares deri
vadas de bacterias, levaduras, hongos y algas, y tuvo como obje
tivo evitar el uso de nombres mSs especfficos que empezaron a -
surgir en esc entonces, tales como: Petroprotefna 8 Protefna --
Bacteriana (47).

Por lo general, las PU contienen ma$ del 50% de protefna -
de buena calidad, ademSs de contener l1fpidos, carbohidratos y -
mincrales, en una proporcifn adecuada.

Aunquo la composici6n varfa con cada microorganismo y con_
el tipo de sustrato utilizado para su provagacifén, en la Tabla_
7 sc presentan algunas composiciones de PU reportadas.

Hasta ahora sc ha 4 do que, do son producidas y_

t 4 d d . las PU no son t6xicas ni alergénicas, y

son nutritivas, tanto para animales como para humanos.
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TABLA 7

COMPOSICION DE PU COMPARADAS CON HARINA DE
SOYA Y HARINA DE PESCADO *

Composicién en S Peso

Organismo Sustrato

Prot. Prot. LIS MET Lfp.
cruda
Bacteria motanol 80 65 5.8 2.2 8
metano 60 50

Lovadura N-parafinas 60 S3 7.4 18 9

gasbleo 69 60 7.8 1.6 2

etanol 54 45 6.7 1.5 6

g bohid 35-50 34-40 6.5 1.5 S

Algas 0, 45-60 05 46 14 5
Harina de Pescado 60-65 S0-60 7.0 2.6 5-10
Harina de Soya 45-50 40-45 6.5 1.4 1.5

* CONACYT, 1979.

Se ha enfatizado el potencial de las PU como suplemento de

P Yy de vi 1 B, en una gran variedad de productos a-
limenticios (56). Por esta raz6n, el uso de PU en alimentos de

be basarse on la identificacifn del producto final mfs deseable,

A,

en t. P S nutricionales y toxicol6
gicos que garanticen sequridad en su empleo (56). Para cubrir
lo anterior, cxisten 3 criterios principales de preocupacibén, -
en lo que a alimentaci6n animal se refiore (57):
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1. Bstablecimionto de su valor nutritivo.

2. Doterminacién do la seguridad para animalcs.

3. Detorminacién de la sequridad deol alimento deorivado de los -
animales que consuman tales productos, cuyo consumidor final
sca ¢l hoambre.

En cuanto al sequndo punto mencionado, uno de los principa
les problemas lo constituye el alto nivel de Scidos nucléicos -
que on goneral contienen las PU. En el caso de complemento ali-
menticio en dictas o forrajes, no es necesario remover dichos -

Scidos do las PU, pues no son dailinos para animales; en cuanto_

a humanos adultos, los dios indi que pued ingorirse no
mis de 2 g/dfa de Scidos nucléicos para mantener niveles razona
bles de dcido Grico y evitar efectos téxicos del mismo.

La hidr6lisis de la biomasa cruda puede disminuir los Sci-
dos nucléicos hasta cantidades menores del 5%, que ya c¢s un ni-
vel aceptable para aplicarlo en alimentos. Si la hidr6lisis se

no d liza las fnas i--

P

das en la PU, y ademfs, aumenta el contenido de protefna total.

Las PU pueden tratarse con dif, £ después de re

mover los &cidos nuclé&icos, para ob un prod ass

trado y/6 f i l, y usarlo como ingrediente, alimen-

ticio. Los aislados y dos resultantes son muy sizila--

res a los derivados de soya. Pueden ligar agua y 1fpidos para -
impartir propicdades funcionales a los alimentos que las conten

gan y, en caso dc aislados, pueden h izados que po-

drén transformarsc c¢n anSlogos de alimentos.
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Bn ¢l caso do alimentacién animal, el alto contcnido y ca-
lidad de la protefna do las PU ests 25-50% por oncima de la hari
na dc soya. Do todos modos, en cl caso de ingredicentes de ali--
mentos, en donde la funcionalidad es el principal factor, sc os
pora qua la protefna unicelular sc venda al mismo precio que --
los derivados de soya, con ol objeto dec mantener la competitibi
lidad cconbmica. El valor nutritivo de la PU usada como suple--
monto alimenticio es gencralmonte alto, y en muchos casos, des-
pués do adicionar metionina, es cxcelente (29).

La tercora consideracifn, que involucra la sequridad a lar
go plazo, bisicamente dcbe respaldarse con estudios toxicollgi-
cos también a largo plazo, 1o que a su vez depende del csclare-
cimicnto de algunos factores como son: niveles dietéticos apro-
piados, grado de fortificacién descable, aspectos toxicolSgicos

decl sustrato, asf como los cambios que puedan ocurrir en el me-

tabolismo ¢ histologfa de las especios, propiedades de funcién_

y forma, adcafs de la ptacién del prod por el id

(14) . Aunque existen reportes sobre la ausencia de efectos on -

alg pecics, es io llevar a cabo estudios sobre po-
sibles manif i créni Y subcrénicas, y estudios en re

lacién a la reproduccién (15).

Bn la ap i6n de una PU para un proceso, un --

sustrato y un microorganismo en particular, debe realizarse en_
términos Gnicos, ya que no es posible extrapolar resultados de_
uno a otro tipo de protefna unicelular,

Desde el punto de vista cconSmico, las PU deben competir -
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razonablamente con los productos que pretendan substituir, lo -
que implica, hasta dondc sea posible, la aplicaci6n de un proce
so dec fermontacién cficiente.

Aunque el csquemn y las condiciones dec operacifn son parti
cularcs para cada proceso, cn cl siguiente cuadro se muestra cl
diagrama dc proceso para una fermentacibn acrébica tfpica, que_

incluye la mayorfa de las operaciones industriales (63).

CUADRO 2

DIAGRAMA DEL PROCESO DE UNA FERMENTACION
AEROBICA TIPICA *

Preparaciba
del Medio

Esterilizacién
del Medio

Preparacién
del Inéculo

Recuperacién
de Céflulas

* Weinshank, 1969.
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Desde ¢l punto de vista cinético, 8i sc partc dc un micro-
organismo oficiente y con alto contenido de protcfna, los aspec
tos mSs rclevantos para garantizar una bucna productividad son:

- disciio y optimizacién del medio de cultivo:
- optimizacién de las variables que afectan la cinética de -

crecimicento: y

- un adecuado disecfio del reactor.

Finalmente, y comn conclusibn de lo cxpuesto, sc considera
que el potencial de las PU cs una alternat:va :mportante para -
aliviar, aunque sélo parcialmente, l3 situacibn alimentaria --
mundial, mediante 1la utilizacifn de saterias pramas baratas y_
disponibles cn cantidad razonable, como es ¢l caso de la mclaza
de cafa, razén por la que, para cste trabajo, se plantea el ob-

jetivo que aparcce a continuacién ...
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OBJETIVO

P i6n de Pseud 8 caxiophilli en Melaza

Pag

de Caila, para la obtencién de Protefna Unicelular.



MATERIALES Y METODOS



- 24 -

MATERIALES Y METODOS

1. PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO.

Como muchos sustratos empleados en las fermentacioncs, las
melazas no siempre son utilizadas en forma directa pa~a la pre-
paracién de los medios deo cultivo en donde se propaga finalmen-

to el microorganismo de interés, ya que es neccsario someterlas

a un pretratamiento que elimine sub ias que pued interfe-
rir con el crecimiento microbiano y que, por otro lado, aumen--
ten la disponibilidad de los azGcares presentes.

Aunque la composicién de las mieles incristalizables dopen
de dol tipo de cafia y de la eficiencia con la que opera el inge
nio, en la Tabla 8, se muestra un anflisis promedio de sus cons

tituyentes. BEn dicha tabla, se observa que el contenido de ceni

zas os muy elevado, y que la relacién itrég t6sforo
estl alrededor de 250:1: 01 1o que pone dec manifiosto la necesi--
dad de suministrar una fucnte externa adicional de nitrégeno y_
f6sforo que mantenga una relacién cercana al 100:20:1 que se re-

comienda para la prop 16n de mi ismos (38).

Son di los trat tos que se han emploado para cli

minar las cenizas, sin cmbargo, los mfs utilizados son los tra-

tamiontos térmicos en condiciones Scidas con Scido sulfGrico 6_
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TABLA 8

ANALISIS DE MELAZAS *

COMPONENTE (%) COMPONENTE (%)
SSlidos totales  78-85 Nitrégeno  0.080-0.50
Coniza total 9.8 POy 0.009-0.07
Azicar total 50-58 a0 0.150-0.80
Rafinosa - wo 0.250-0.80
Sacarcsa 33.4 K 0.800-2.20
Cenizas 9.8 sio, 0.050-0.30
Orgfnicos no-CID  19.6 a0, 0.010-0.04
agaa 16.0 re,0; 0.001-0.01
Carbano 2-33
VITRD®S : (w/g)
Timina 0.8

Pirideocina -
Biotina 1.5
Riboflavina -
Inositol 2000
Colina -

* Solomons, 1969.

fosférico, los cuales precipitan una porcién importante del ma-
‘terial inorgfnico y, en el caso del fcido fosf6rico, proporcio-
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nan una cantidad adicional de f6sforo.

En oste caso se cmpled ¢l mftodo de clarificacién con Sci-
do sulfdrico (33), cuyo procedimiento es el siguiente:

La molaza s¢ diluy6 1:1 con agua, sc agregé 8cido sulfdri-
co concentrado (Baker, R.A.) hasta un pH de 3.5 y se llevl a e-
bullicién (parrilla Corning PC-100) durante 3-5 minutos. Se de-

j6 enfriar y sedi . T ridas 6 hrs. se decant6 y dese
ch6é el sedimento. Con el propSsito de evitar crecimiento micro-
biano y mantcner constante la calidad durante los diferentes ex
porimentos, la melaza clarificada se guard6 en refrigeracibn a_
4°C (donde precipita una cantidad adicional de¢ s6lidos, aumen--
tando la eficiencia del tratamiento). Finalmente, antes de em--
plear la melaza, se neutralizé con solucién de NaOH 10 N (Baker,
R.AL).

Para sequir en forma adecuada cualquier proceso fermentati
vo, o8 imprescindible un buen control de la fuente de carbono y

energfa (que en el caso de las melazas cstf constitufda por un_

alto p je de ). Para ello, se roalizaron ecnsayos
con métodos colorimétricos camo el de Ting (1956), el del Acido
Dinitrosalicflico (Miller,1959) v el de Penol-SulfGrico (Dubois,
1956) , as{ como ol mftodo volumétrico de Fehling (A.0.A.C. 31-035).

Unos d inan d

o8 directos y otros azGcares -
totales; sin cmbargo, debido a problemas con la duplicidad de -
rosultados (que se originam en parte por la gran cantidad de --

compucstos que contienc la melaza y que pueden interferir en --

las d i i ), de los mftodos probados, cl de Penol-Sul
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fdrico fuc ol quc mfs tancia y reproducibilidad d 67 -
razén por la cual fue el método seleccionado para evaluar la --
concentracién de sustrato.

Dicho método fue prop por Dubois (1956) y se basa en_

la cuantificacién del color naranja que sc desarrolla al poner_

—t

en contacto el fenol con los en pr ia de &cido sul
fdrico; dc csta mancra es posible detectar monosac8ridos, disa-
clridos, polisacSridos e incluso aminocaz@carcs, en forma razona
blemente rSpida y precisa. Otra ventaja del método es que ¢l co
lor cs bastante estable y los reactivos espleados son relativa-
mente baratos.

Bl procedimiento consisti6é6 en colocar 4 ml de la muestra -

conteniendo una i6n de azd entre 10 y 70 pg en un_

tubo de ensaye dc 22 x 150 mm; en seguida se agregaron 0.2 ml -
de una solucién de fenol (Baker, R.A.) al 80% en agua, y oor Gl-
timo, 10 ml de H2SO.concentrado (Baker, R.A.): se agit6 durante
5 segundos en un vértex (Lab-Line, modelo Superaixer 1290) y -
s¢ dojé

P a tomp ambiente. Transcurridos 30 minu-

tos, sc leyS la absorbancia a 490 nm cn un espectrofotémotro --

Perkin-Blmer 35. La aci6én de azé en las muestras se

calculd a partir de una curva patr6n de glucosa (Baker, R.A.) -
0.01% on agua dostilada a oH 7. La grifica y la ecuacién obte-
nidas por minimos drados se a en la GrS&fica 2.

Para suministrar los nutrientes esenciales para el creci--
mionto microbiano (como son los macronutrientes: C,H,0,N,S,P, y

los micronutrientes: Ca,Mg,K,Mo,Cu,Co, otc., asf como alqunos -



GRAFICA 2
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factores de crecimiento) y suplir las deficicncias dc la melaza,
fuc necesario dosarrollar un disefio dol medio de cultivo que to
mase en cucnta los roquerimientos anteriores, asf como la compo
sicién macromolecular y elemental de bacterias. En las Tablas 9

y 10, sc muostran los valores promedio reportados.

TABLA 9

COMPOSICION MACROMOLECULAR DE BACTERIAS *

Componente § Base Seca
Protefnas 70.0
Acidos Nucléicos 8 -16
Lfpidos 1.5- 3
Cenizas 3-1

* Paredes, 1976.

BEn cl caso particular de Pseadomomas cariophilli, un anfli
sis do la biomasa propagada en un medio disefiado en base a una_
i6n de p 31 (508) arrojé la composicién_

L

que sc muestra en la Tabla 11, Con el dato de protefna del 48.87%

se procediS a disciiar el medio cn la forma siguiente:
Abbot y Clamen (1973), han reportado rendimientos para car-

bohidratos del orden del 50%, con lo que, aplicando la defini--
cién de rendimiento en base a sustrato sc ticne la relacién que

S0 muestra a continuacién:
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TABLA 10

COMPOSICION ELEMENTAL DE BACTERIAS *

BLEMENTO $ BASE SECA
F6sforo 2.000-3.00
Azufre 0.200-1.00
Potasio 1.000-4.50
Magnesio 0.100-0.50
Sodio 0.500-1.00
Calcto 0.010-1.10
Pierro 0.020-0.20
Cobre 0.010-0.02
Manganoso 0.001-0.01
* Aiba, 1973

TABLA 1

COMPOSICION ELEMENTAL DE Ps. caxiophilldl

CONPONENTE (%)
Protefna 48.87
Grasa 2.32
Fibra cruda 3.5

Conizas 4.11

Humedad 3.55
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Y.

. 9 CSlulas formadas
/s

‘ g Sustrato consumido

= 0.5

Tomando como base de cfilculo un medio con una concentra---
ci6n de azdcar del 1%, se concluye que es posible producir 5g/¢
de células, cn condiciones Sptimas, por lo cual los denis nu---
triontes quodan de la siguient )

Nitrégono.- En los diseiios preliminares del medio de cul-
tivo so emple6 fosfato 4c amonio con fOrmula MH.H;PO., como —=-

fuonte de nitrégeno, sin embargo, se presentaron gran cantidad_
de problemas por precipitacién de la sal, por lo que se decidié
cambfarla por cloruro de amonio (NH,Cl).

Los requorinientos de nitréyg sonz
AN __ _488 ag Prot/g Células _ 78 ag W
células 6.25 g Célula

Y ol nitrSgeno requerido en base al azfcar es:

78 =g N /0.5 g Células) = 38 mg N
g Célula g Az q AzG

por lo que la cantidad requerida es:
39 og N) (53.5 ag NH,Cl) = 149 mg NH.C1
g Azficar, 14 g R g AzGcar

F6sforo.- De acuerdo con la tabla 12, los requerimientos -
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do oste clemonto son dol 2 - 3% en base scca, por lo que la can

tidad para ol medio al 1% es:

0.03 g P 0.5 g células |\ _ 0.015g ®
g C6lulas g Azdcar g Azdcar

Dobido a quo sc usé NaH:PO.-H20, la cantidad requerida para el _
medio oss

0.015 g P 138 g HaH,PO. -H;0 | _ _66.7 mg NaH; PO\ °H,0
q Azdcar 31gpP g Azdcar
Azufro.- De la tabla 10, se obs=:va que se requierc 1% en_

poso de azufre para la bicmasa bacteriana, por lo que la deman-
da es3

0.00 g S 0.5 g C6lulas \ _ 0.005g S
g Células g Azdcar g Azlcar

El azufrec sc suministra al sistema como HySO. através deol_
tratamiento do clarificacién; por lo que, haciendo un balance -
deol &cido nccesario para bajar el pE a 3.5 como ya fue descrito,

se tieno:

0.7 ml H3SO 1.84 g H;S0.\ (320 g S 49 nl Mel.Bruta
40 ml Molaza Bruta Bl H2SO, g HaSN 10 g Az6car

- N2.2gS
g AztGcar

Bsto implica que los requerimientos de fre estfn cubi
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tos con ¢l tratamiento rcalizado.

Magnesio y Oligoeclemcntos.- D¢ la Tabla 10, sc aprecia que

los requerimiontos de magnesio son del 0.5% y que, por otro la-
do, de la Tabla 8 so observa que la melaza posee 0.8% cn peso -

do MgO, por lo que so requieren:

0.005 g Mg\ [0.5 g C8lulas) _ 0.0025 g Mg
g Células g Azdcar g AzGecar

El suministro fue:

8 mg Mgo 4 ml Mclaza\( 24 g Mg\ _ 19.2 mg Mg
ml Melaza g Azfcar 40 g MgO g AzGcar

Lo que demuestra que la demanda est$ cubierta.
El resto de los oligoelementos y vitaminas, basindose en -
los datos de Solomons, 1970, (62), se considera que estfn cu---

biortos, ademSs de que la cepa enpleada no recuiere vitaminas.

2. MICROORGANISMO.

En el desarrollo de este trabajo se cmple$ una cepa de ---
Pseudomonas cariophilli CPBB - b$$, pertenccicnte a la colec---
cién microbiana del Dcpartamento de Biotecnologfa y Bioingenic-
rfa del C.I.E.A. (IPN). Esta cepa fue selcccionada por tener -
gran capacidad para crecer en una amplia varicdad de fuentes de

carbono, y, on particular, en azGcares. Sus caracterfsti-
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cas principalos sc describen on las Tablas 12 y13.

TABLA 12

PRINCIPALES CARACTERISTICAS DB Pseudomomas cariophilli ¢

Aerébica +
Sapré6fita

No-fermentativa

Motilidad +
MosSf1ila-termotolerante

¢ Koneman (1973) y Bergey's (1975)

TABLA 13

mnsmvmummnmm'

FUERTE  CRECIMIENTO FUENTE CRECINTENTO
Glucosa + D-Xilosa +
D-Ribosa + L~Ramnosa +
Sacarosa + Mesotartrato +
Glicolato + 2,3 Butilenglicol +
D-Arabinosa + D-Fucosa +
Celobiosa + Lavalinato +
Citraconato + Nicotinato +
Adonitol + Meta-OH-benzoato +
Triptamina + a-Amilamina +

* Bergey's, 1975.
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Lo anterior ilustra la gran capacidad motabSlica dc la co-

pa, logrando as{ apr h, los azd P en la melaza,

se on en A i6n

Poq! PIOP

3. EXPERIMENTOS EN CULTIVO POR LOTE.

El cultivo por lote, por tanda, o cultivo batch, fue la --
primora forma en la que los microorganismos fueron propagados.-
Consiste en colocar al organismo en el medio de cultivo y dejar
1o que crozca cierto tiempo, o bien, que el crecimiento cese --
por alguna razén. Es un cultivo en estado no estacionario, esto
08, que sufro cambios con respecto al tiempo, y su representa--
ci6n mSs general se muestra en la Grifica 3.

Aunque la forma y duracién de cada una de las fases que se

presentan durante el cultivo por lote es funcién del aicroorga-

nismo, del medio de cultivo y de las dici de crecimient
a las cuales estf sometido, las explicaciones para cada fase --
son las siguientos:

En la fase LAG se llevan a cabo el mayor nimero de cambios
en cuanto a fisiologfa celular se refiere: es el perfodo de in-

duccién y sintesis imStica ia para la ad i6n y el

aprovechamiento de los constituyentes del medio.
La faso de ACELERACION no es sino la consecuencia 16gica -
de la fase LAG, y es el perfodo donde la velocidad de crecimien

to empicza a aumentar, hasta llegar al mfximo fijado por las --
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GRAPICA 3

142 3 i s LI
L i : _
TIEYPO

CURVA TIPICA DE CRECIMIENTO EN CULTIVO POR LOTE

Fase Velocidad de Crecimiento
Lag (1) o

Aceleracién (2) incremento
Logarftmica (3) constante y mSxina
Retardamicnto (4) disminuye
Bstacionaria (S) [}

Muerte (6) neqativa
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condiciones ambicntales y la capacidad cnzimitica del microorga
nismo, lo que sc denomina "Fasc de crecimiento LOGARITMICO®.

Conforme lo0s nutricntes van sicndo agotados o dien, cuando
los oroductos de excrecién sc acumulan cn cantidad tal que afoc
tan el crecimiento en forma negativa, sec genera la Fase de RE--
TARDAMIENTO, la cual culmina en la Fasce ESTACIONARIA y adn en -
la dc MUEPTE, si las condicioncs dr&sticas oersisten.

Para propfsitos dc producir un microorganismo o de obtener
una sustancia a oartir de €1, lo mSs izmportantc ¢s lograr un ng
mero grande éde células, lo cual se alcanza durante la Pasc de -

Crecimiento Exp ial, en donde la raz6n de cambio dc la con-

contracién celular es directamente proporcional a la concentra-

cién celular or te, y que Sti se expresa como:
9 « x m
de

en donde:

x = concentracién celular (g/l)
t = tiempo (horas)

Al introducir la constante de proporcionalidad, la ecua---

ci6n 1 queda:

dx _px 2
at

Y “p " sc define como la Velocidad Esoecffica de Crecimiento, -

que e¢s igual a:

3

A

]
L
sl%
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Rearroglando la ecuacién (3) se ticne:

udt = =— 4)

Al integrar la ecuacién anterior, poniendo como limites de
tiempo desdo cero hasta "t®, y do concentracién celular desde -

“x;” hasta "x;":

udt = | — (S)
x
quedat
ut = 1nx; 6)
X

Despejando "x:", que 6s la concentracién do células en un_

ticmpo "t®, sc tiene:
X2 = x; et %))

La ecuacién (7) implica que, para un cultivo creciendo en_

forma oxponencial, es posible predecir su iento en un_

ticmpo "t", si se la 16n celular inicial y la_

velocidad cspecifica de crecimiento. Un caso particular de la_
ocuacién (7) se obticne cuando se mide ¢l tiempo que un microor

ganismso omplea para duplicar su masa celular, y esto es :

X = 2 Xy [§:}]
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Por tanto, ol tiempo de duplicacién t a* 4de un microorganis
mo, pucde calcularse por substitucibén de 1la ecuacién (8) en la_
ecuacibn (6), y tomando ¢t = ty

in 2
t, 8 —— 9)
d ]
Como todo ser vivo. los nmicroorganismos cracen a expensas_
do un cicrto sustrato, el cual les sirve como fuente de carbono
y onorgfa. Un problema importante fue el determinar las rela-

ciones entre el sustrato y el crecimiento. .J. Monod (1942) —

que, do la 16n de es baja, existe
una relacién lincal entre este y la velocidad especifica de cre

cimionto, pero a altas i al un valor de sa-

turacisn siailar al de la ecuacién de Michaelis-Menten.

Lo anterior, matcaSticamente implica:

S
R.#S

LI S (10)

on donde:

K = de 160 (g/2)

x ° Velocidad Especffica Mfxi=a de --
- Creciniento (hr~*)

sis K " 8, implica que:

u = =ix (n
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Monod también obsorvé que la cantidad deo c6lulas que se obtiene

a ovartir do un dotorminado sustrato y unas condiciones dadas, -

so dofino como *C de Rendimiento Celular®, y matemStica

ECNte SC CXPresa COmoO3

g C6lulas formadas (12)
g Sustrato consumido

Yx/c

Lo anterior implica que la velocidad de crecimiento ests -
dada pors

ax Ve 35 TE))
at a&

on dondo ol signo negativo (-) simplemente significa que la con
ién deo disminuye £ la ién celu

lar aumenta.

El parfmetro mis importante de una fermentacién, y de cual
quier proceso en goneral, es la Productividad, que significa la
produccién obtenida por unidad de tiempo.

En una formentacién por lote, en donde lo que importa cs -

la concentracién celular a un tiempo “"t®, se tiene:s

L]
PP Tn(s) a4
t t t

Para calcular “t® en un cultivo por lote, es nccesario to-
mar cn cucnta el ticmapo que lleva, por separado, cada actividad
involucrada en su preparacién, dentro de cada una de las fasecs.

Esto so ilustra cn la Gr&fica 4.
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4

GRAPICA
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tiempo do preparacién de un lote nuevo
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[
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El tiempo, en la Pasc Log, cstS dado por:

oL\ jp2e
t2 (“)lﬂxl 15)

por lo que la Productividad finalmente queda:

[ I 7 16)
1 x
() - =

en donde:

T =t; + ¢ty + ¢, an

Evaluacién Experimental del Crecimiento.

El crecimiento de la cepa fue cvaluado mediante la cuanti-
ficacién de s6lidos en suspensién y por la absorcién de luz que
el cultivo tiene a una determinada longitud de onda.

Para el primer caso, sc filer8 1 nl del cultivo a través -
de una membrana millipore (Millivore HAWP-087) de peso conocido
en un cquipo para filtracién a vacfo (Millipore, Ground Vained_
Flask), ovaluando ¢l peso residual cuando las membranas son se-

cadas hasta peso constante en un horno de vacfo (Heracus RVT.W.

Gernany) a una a de 50°C 4 3 noras.

La cantidad de luz absorbida fue evaluada scdiante la ab--
sorbancia d¢ una muestra dilufda a 10, lcyendo a 640 nm y co--
rrclacionsndola con los sSlidos modiante una curva de calibra--

ci6n previamente construfda.
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Mantenimiento del Microorganismo.

Al principio dol estudio, el microoraanismo se conservé cn
Lubos con medio inclinado a base de Agar Nutritivo (Bioxon). --
Posteriormente, so considerS mfs adecuado conservar el organis-
20 en medio a base de melaza y agar, en una reclacifn de 1% de -
AzGcar con 2\ de Aqar.

Todos los medios fucron preparados vy csterilizados a 1.5 kg
/cm? con autoclave (CSR de México) durante 30 minutos.

El microorganismo fuc sembrado oor asada ¢ incubado a 37°C
oor perfodos de 24 - 48 hrs. Una vez que se obtuvo crecimiento_
abundante, se sellaron los tubos con vapel parafile y sc¢ quarda

ron en refrigeracién a 4°C.

Experizontos en Matraz.

Con el objeto do determinar la duracién aproximada de las_
diversas fases de crecimiento del microorganismo, se realizb --

una cinética on matraz agitado con una racién de azG

de 1% y agitacién igual a 150 rom.

Los matraces fucron preparados y esterilizados en la forma
antes descrita. El experimento se llevs a cabo on una serie de_
20 matraces crlenmeyer de 250 ml de casacidad, con 50ml de me--
dio de cultivo; ol in6culo fue provarado mediante la suspensibn
del crecimiento de un tubo inclinado en agua destilada cstéril,
scguida do 2 transforencias a matraz con in6culos de 10V Vi pa-

ra lograr una adccuada aclimatacién del mismo, csto Gl2imo sir-
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vi6 ovara inocular los 20 matraces (a un 10t v/v) que sc coloca-

ron en una i bad (Now Br ick Scientific Co. modcloG25)

a 37°C. Los ticmpos do incubacién fueron dc 0, 4, 8, 12, 16, 20,-
24, 28, 32 y 36 horas; so analizaron azdcarcs, pH, y el creci---
miento microbiano a 2 matraces en cada uno de los ticmpos cxpe

rimentados.

Experimontos on Permentadores.

Para conocer los pardmotros cinéticos afs importantes del_
sistema so decidié exverimentar en fermentador, con ¢l propési-
to do tener condiciones mis roproducibles y ventajas como: con-
trol de pH, de espuma, deo agitacién, de flujo de aire, de tempe
ratura, mejor transferencia de oxfgeno y mayor facilidad de es-
calamiento.

El cquipo utilizado fuc un fermentador de 14 litros y una -
unidad NBS - 314 (New Brunswick Scientific Co.), con los contro-
les mencionados.

Bl formentador consta de una jarra de vidrio pyrex y tapas
de acero inoxidable tipo 316, con las entradas que se muestran -
en la Figura 2. La agitacién se logra por medio de un sistema -
de transmisién mecénica y 3 turbinas de paletas planas coloca--
das cn la flecha. Ticne 4 bafles verticales v 1 difusor de aire
en cl fondo del fermentador.

El control de cspuma sc rcalizé sediante la adicibn autons

tica de anti para soluci 13 {Daw Corning FG 10)



PIGURA 2

Sistema de
Transeisiba

Soportes
Motélicos

>
o
.

ESQUENA DEL FERMENTADOR UTILIZADO LOS EXPERIMENTOS.

H{ = Alcura i{mpulsor H, = Altura tanque
Dy = Diémetro impulsor D, = Difmetro tanque
A{ = Ancho impulsor Ap = Ancho hafle
L{ * Largo impulsor
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diluido al 50%, y una bomba neristSltica interconstruida con la_
unidad. El oli sc mantuvo constante oor acdio de un controlador_
Horyzon (Colc Parmer Inst. Co.) ¥ una bomba verist§ltica Master
flex de velocidad variable conectada al controlador y accionada
por un clectrodo nara pH tiso Ingold. Er todcs los cxoerimentos
sc cmple6 NaOH SN estéril.

El fermentador, con todos sus accesorios, sc csterilizé cn
autoclave a 1.5 Kg/cm?, durante 39° para cada corrida. En todos_
los casos sc cmolearon 5 ! de medio de cultivo como volunen de_
operacifn, agitacién deS00 rpm y un flujo de aire de 1 vva (1 -
volumen de aire/volumen de medio/minuto).

El in6culo emplecado fue de 10¢ v/v, prenarado en la forma_
descrita para los cxperimentos en matraz, con una edad de 12 ho
ras ¢ introducido al fermentador en comdiciones aséoticas.

08 venteos se hicicron burbujear en solucién de alcohol y
benzal.

Los carSmetros variados fueron: pB, coaceatracibén de azG--
car (S), v temncratura (°T); se cvaluaron: azdcar residual (S,),
s6lidos cn suspensién (X), absorbancia (A) y, con los datos ob-
tenidos, sc calcularon: velocidad esoecffica de crecimiento (p),
ticmpo de duolicacién (t4), rendimiento (Yy,,) v oroductividad_
(P). Los rangos de variacién dc los rarf=c:ros fucron:

oH : 5.6, 5°, 6.3, 7.0 v 8.0
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4. EXPERIMENTOS EN CULTIVO CONTINUO.

Tomando en cucnta el medio ambiento que rodea al microorga
nismo cuando es propagado on un cultivo por lote, s¢ ve que di-
cho medio estS en cambio constante, dosde el principio hasta el
final do una formentacién, lo que trae como consecuencia que s§

lo parto dol ciclo de crecimiento seca ductivo (la fase loga-

P

ritmica on donde los factores ambientales son mfs favorables),-
originfndosc una serie de etapas "muertas” cuya duracién afecta

on forma inv prop: 1l a la oroductividad, ya cue -

1a volocidad do 1 to es el resultado de una serie de ---

reaccionecs bioquimicas y biof{sicas interdevendientes (35) aue_
varfan on cada etapa del cultivo.

Con el prop6sito de evitar lo anterior, Monod (1950), Her-
bort (1961) y Malek (1966), han planteado la forma de evitar --

las desventajas ya {onadas a €és de una variante operati

va do un reactor batch, fornfndolo en un continuo_

modiante la adicién constante de medio fresco a una velocidad -
de flujo " P * (L/hr.), para mantener el volumen fijo, reti---
rando el cultivo del fermentador a la misma velocidad con la --
cual se alimenta.

Do acuordo con Malek y Herbert, existen alrodedor de 12 va
riantes de la técnica del cultivo continuo. BEn el caso de es--
tos cxperimentos, la variante utilizada fuc la de un sistema —
continuo abierto homogéneo de una sola etapa.

La operacién continua se gobi vor 2 £

.
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La Forma ¢n la que los reactantos pasan a través del rcactor --
(1o que depende del tipo de reactor y la forma de operacién del_
mismo) y La Cinética de la reaccién que tiene lugar en 61 (que_
deponde del microorganismo empleado y el medio ambiente en ol -
cual se desarrolla).

Bn un roactor de tanque agitado (como el usado en este tra
bajo), ol tiempo de residencia (0) 6 espacio tiempo, se define_

como (32)s

eaY (18)
P

en donde:
0 = tiempo de residencia (Hr)
V = volumen de operacién del reactor ()
F = flojo de alimentacién (L/EHr)
El inverso de la ecuacifn 19 es definido como el “espacio_
velocidad® o "velocidad de dilucifn del reactor® (D), e indica_
ol nlmero de recambios en volumen que tiene un reactor en la --

unidad de tiempo.

FIGURA 3

REPRESENTACIOR DE UN CULTIVO CONTINUO

nrm

T




- 49 -

La figura anterior representa un reactor continuo agitado,

con mezclado perfecto, cn donde:

Se =

Xo =

vV =

X =

concentracién inicial de sustrato limitante (g/0)

concentracién de microorganismos en la alimentacién -
(g/0)

volumen de operacién del reactor ()

concentracién de microorganismos dentro del reactor -
(g/t)

El hecho de suponer que existe un sustrato limitante en el

reactor implica que todos los demfs, excepto S, estfn en exceso.

La gran ventaja del cultivo contfnuo es que permite mante-

ner una poblacién microbiana en un estado de crecimiento en el_

cual, en promedio, equivale a una fase logarftaica. Por ello,-

es vilido

aplicar la ecuacién (3) para representar el crecinien

to del cultivo; esto es:

== (&3]

Por otro lado, dichas células son lavadas con una veloci--

dad de salida igual a DX:

ox = - & (19)
ac

Al hacer un balance en el reactor se tiene que:

Acumulacién = Crecimiento - Muerte - Salida (20)

Y que matcmSticamente implica:
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. oux - KX - DX (21
a

en donde " K " es una constante de muerte microbiana. Sin em--

bargo, para un cultivo creciendo en fase logarftmica:
u>» K (22)
Y. suponiendo estado estacionario:

. o (23)

13
la ecuacién 21 so reduce a:
uX=DX (24)
Lo quo implica que:
u=D (25)

Esto significa que, en cultivo contfauo, la velocidad de -
crecimiento estd dada por la velocidad de dilucién (un parfme--
tro biolégico controlado por un parfsetrc hidrSulico).

En forma similar, para el sustratq la velocidad neta del_
cambio en concentracibn, se obtiene por el balance dado en la_

siguiente ccuacidn:

Acumulacién = Entrada - Salida - Consumo (¢14]

que nmatcmiticamente es igual av
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48 _ES, -ES - px @n
dat v v Y:/-

o bien:
d8 _ DS, -DS - ux (20)
de Yx/‘

81 on la ecuacién (29) se substituye la (26), y se conside

ra ostado ostacionario, se tiene:

b (S,-8) = BLX (29)
x/s

que so reduce a:

X=Y

e Sem © a0

La ecuaci6n (31) es la segunda ecuacifm b&sica para un cul
tivo contfnuo, y da la relacifm entre concentracién celular y -
sustrato.

De acuerdo con la ecuacién (26), entre mayor sea la veloci

dad de dilucibn, mayor sers la velocidad de iniento; sin em
bargo, existen limitaciones de tipo biolSgico, y en particular,
la capacidad de crecimiento del microorganismo tiene un lfmite,
lo que implica que existe un valor de velocidad de dilucién por
arriba del cual el cultivo no crecc nSs y la concentracién de -
microorganismos tiende a bajar, lo que da lugar a las condicio-
nes conocidas como “lavadn™ del sistema, que matemSticamente im

plicas
ux<ox 31)



- 52 =

En el valor de "D", a partir del cual ocurre lo anterior,-

se denomina "Dc® (velocidad de dilucién critica), y matemStica-

est8 regido por la 6n de Monod:

s
+
K+S

U ® poaax (10)

Si se substituye el valor dado por la ecuacién 25, y con--
siderando que:

Dc» pemx (32)

la ecuacifn de Monod queda:

D=y =Dc_S (33)
x.os
La validez de la 16 ior depende de la relacién_
que existe entre i6n de en la cual la veloci
dad de imiento es la mitad de la velocidad mfxima, 1o que -

inplica que es recomendable trabajar con val de
cién de sustrato mayores que x,. Bsto es:

S »K, 30

La ecuacién que describe el cultivo en una forma mfs repre
sentativa, resulta al despejar “"S® de la ecuacién (33):

S =K —
* De-D

(35)

Y., substituyéndolo en la ecuaciSn (30) quedas
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XY, (s. - K Ao) 36)
De-

Para evaluar la Productividad del cultivo, simplementa se_
considera la salida del fermentador, que es igual a:

Pc = DX 37)

en donde "Pc” es la productividad evaluada en un cultivo coati-
nuo.
Un caso particular de la ecuacién anterior permite conocer

la situacibn que se tiene, cuandos

D = Dc = ymax
X= Y:/- s
¥y que, al aplicarse a (37), da la productividad afxina de un -- °
cultivo continuo:

Pe-Y'I.uInS. (38)

Con el objeto de demostrar la justificacifn planteada al -
principio, on cuanto a la diferencia entre el cultivo por lote_

y continuo se refiere, la comp 6n de la prod dad obte-

nida on cada caso da la relacibn:

¢ = Yxfaumms, 39
Yuse s,
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que al simplificar quedas
G=1In ;:- + T max (40)

Lo anterior implica que, la Ganancia en productividad deo -
un cultivo continuo con respecto a un cultivo por lote es mayor,
sis

- la concentracifén celular es alta (X)>>X;),
- la velocidad de crecimiento es alta, vy,
- los tiempos del ciclo del cultivo por lote son grandes.

En la etapa experimental del cultivo continuo, sc cvalub -
el cfecto y la correspondencia entre la velocidad de dilucién y
los parfmetros mencionados en las ecuaciones: 26, 31, 36, 37, -
38, 39 y 41, en los rangos de velocidad de dilucién comprendi--
dos entre 0.1 y 0.415 (u=ax), midiendo, en cada caso: X, S, y D,
en condiciones de estado estacionario, y calculando los parfme-

tros restantes.

S. RECUPSRACION DEL PRODUCTO.

Esta parte del trabajo se realizé en dos etacas: una de --
ollas consistié en la centrifugacibn del mosto de las fermenta-
ciones, con ol propSsito de concentrarlo y poder asf someterlo_
a la ctapa de sccado.

La concentracién sc llevé a cabo en una centrffuga Westfa-
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lia para operacién continua (Wostfalia Separator mod. sy 1-02 W.
Germany), que en sf es un clarificador dc discos que opera cor
ca do 10,000 rpm y separa 2 fases en funcién de su peso (una li
gora y otra pesada) y descarga la fase nfs pesada cn forma in-
tormitente, auncue la cavacidad de la mSquina depende de va---
rios factores, como por ejemplo: viscosidad, temperatura, com-
centracién y naturaleza de los s6lidos y el grado de purcza de
scado. En los oxperimentos, la capacidad oscilé alrededor de -
20 {/Ar, y todo el material se recirculd una vez, para mejorar
la soparacién. La reduccifn obtenida en volumen fuc de 80-90 §
en relacién al volumen inicial.

El producto, una vez concentrado, fue secado por medio de
liofilizacién y, en algunos casos, secado en un horno de vacfo.

Para la liofilizacién, las muestras concentradas se colo-
caron en matraces kitasato (llenos al 35V de su cavacidad) pa-
ra ser congeladas en una mezcla de ace:ona-hielo seco, forman-
do una pelfcula lo m8s uniforme y delgada posible en las pare
des y fondo de los matraces. Una vez b:en congelados, se colo-
caron en una liofilizadora NBS-066 (New Brunswick Scientific -
Co.), en la que sc dejaron secar durante oerfodos de 3 a 4 --
dfas, a una temperatura de -20° a -30°C, v una presiba entre -
250 y S00 p de¢ mercurio.

Por desperfectos con la liofilizadora, fue necesario secar
un lote de muestra en horno de vacfo (Heracus RVT-500 W. Germa

ny) a 50°-60°C por un perfodo alrededor de 15 dfas.
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6. EVALUACION NUTRICIONAL.

Para poder ovaluar en forma razonable la protefna unicelu-
lar obtenida dol sistema on estudio, se determinaron 3 aspectos
importantes relativos a la calidad nutricional de la misma. Bs
tos sons

a) AnSlisis Proximal

b) Digestibilidad im vitro

c) Perfil de Aminofcidos

AnSlisis Proximal.
Bn este ounto se obtiene, tanto la relacifn de los diver—
sos comoonentes del material, como una idea clara de la eficien

cia del enriquecimiento prot&ico del pleado por me—

dio do la conversién microbiana.

8. a Py And

Las determinaciones 3 . Ceniza To~

tal, Fibra Cruda, Grasa, y Protefna Cruda, que se llevaron a ca
bo en el Depto. de Nutricién del Instituto Nacional de Investi-
qaciones Pecuarias (I.N.I.P.).

Digestibilidad in vitro.
Se realizé con el propSsito de medir la relacibn del nitrf

geno disponible con resr al nitréo total que contiene la

biomasa, mediante la solubilizacién de la protefna contenida en
la muestra por accién de la popsina empleada.
El procedimicnto consisti8 en colocar, por triplicade, 0.5

g de mucstra dec biomasa ¢cn polvo areviamente desengrasada (si--
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guiondo el método de Soxhlet) y seca, on botellas para diges---
tién de 8 onzas de capacidad, a cada una de las cuales sc le a-
gregb 150 ml do solucién de pepsina (actividad 1:10000) al 0.2%
en HCl 0.075 N preparada justo antes de emplcarse, y precalenta
da a 42°-45°C. Las botcllas se taparon y colocaron en una agi-
tadora marca Fuji Works tioco 7-52 (Puji Works LTD, Japén), e ig
cubadas durante 16 horas on una incubadora Lab Line, mod. 3597-8
(Lab Line USA). Transcurrido el tiemopo mencionado, las mues---
tras fueron filtradas a través de papel Whatman 1; al filtrado_
so le determin6 \ de protefna y se compar6 con un blanco de la_
solucién Pepsina-HCl segn el método de A.0.A.C. (7.016 [9)).

Porfil de AminoScidos.

Este anflisis tiene por objeto evaluar la calidad de 1la -

protefna obtenida en relacién a su ido de aminoScidos, --

&ndola con los p establecidos, y determinar asf la
necesidad de suplementarla, en caso necesario.

Dicho aminograma se 1llevS a cabo en los laboratorios de -
Alimontos Balanceados de México, S.A. (ALBAMEX).
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RESULTADGS
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RESULTADOS

1. PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO.

El medio de cultivo disefiado para Pseud: iophilli, y_
que fue empleado en todos los estudios cinéticos, tiene la com-
posicién que se muestra en la Tabla 14.

El valor de azGcar que se reporta en el medio es el resul-

tado de la d inaciéa por el método de Penol-Sulf@rico; los_

otros métod probados se taron por p poca repro

ducibilidad y gran variacién (mfs de 100%, en algunos casos).

TABLA 14

COMPOSICION DEL MEDIO DE
CULTICO EMPLEADO

Componente g/g Az@car

NH.C1 0.149
NaH2PO« “H320 0.066
pl ajustado al

valor requerido
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2. EXPERIMENTOS EN CULTIVO POR LOTE.

Curva de Crecimiento. Con este cxperimento fue posible co

nocer, en forma preliminar, el comportamiento del microorganis-
mo, y poder determinar el tiempo en ol cual se encuentra en Fa-
so do Crecimiento Logarftmico. En la Gr&fica 5 se muestran los
rosultados y se observa que la fase LOG se presenta entre las 4
y las 18 horas, razén por la cual se escogiS, como edad de los_
in6culos empleados, 12 horas, considerando que a este tiempo ol
cultivo osts en Faso LOG con la mfxima densidad de células.
Aunque en este exporimento no se evalué el cracimiento por
medio de absorcién de luz, en la Gr&fica 6 aparece el espectro_
de absorcién del medio de cultivo estéril, vy del medio do culti
vo con microorganismo. Do astas curvas, se eligié el valor de -
640 nm como el mfs adecuado para medir el crecimiento por oste_
6todo. Bl

P iento anterior refleja el contenido de s6--
l1idos on susvensiSn que contiene la melaza y que dificultan se-
guir el crocimiento por medio de la determinacifén de peso seco,
sin embargo, cara poder calcular el valer de Y,,, en cada expe-

ri » fue io correlacionar la absorbancia lefda a 640

nm con el V de s6lidos al final de cada fermentacifn. Se esco-

< 4

gié osta etapa, con el nropésito de gurar el i-

do celular cn los s8lidos suspendidos.
Los recsultados de los cxperimentos realizados para obser--
var cl cfecto del oH sc muestran en las Gr8ficas 5, 7, 8,9, y -

10; los resultados globales en la Gr&fica 11, asf como en la Ta-
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GRAFICA S

TIE®PO (rr)
CINETICA DE CRECIMIENTO EN CULTIVO POR LOTE
aN =~ & S e 1" T e 37 °C
& :oan

| : S e SuSwtrate
® - T = (Flulaa



- 62 -

ESPECTRO DE ABSORCION DE MEDIO DE CULTIVO.

[ Medio Fsréril
[ Medio con Microorpanismo
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bla 15.

El of de la i6n de azd en los pars

de crecimiento, se presenta en las Gréficas 12, 13, 14y 15; y on
forma global, en la Gréfica 16 y en la Tabla 16.
Do igual forma, el ef de la en las

Gr8ficas 17, 18, 19 y 20; y global, en la Gr8fica 21 y en la Tabla
17,
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GRAFICA 7

16
TIENPO (hr)

CINETICA DE CRECIMIENTO EN CULTIVO POR LOTE

PR = 5.0 S 1" T - 37°C

oB
S = Sabstrato
X = CZlulas
Ae

Absorbancia

oo 0 e

(X R 14
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GRAFPICA 8

CINETICA DE CRECIMIENTO EN CULTIVO POR LOTE

pH = 5.6 S =12 °T = 37°C



PH S
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GRAFPICA

9

13

—§

P—

12

13 16
TIENPO (hr)

CINETICA DE CRECIMIENTO EN CULTIVO POR LOTE

pl = 7

S e

°T « 37°C
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GRAFICA 10

pH A
-
|2 1
|
AN
3
7 -
;)
44
P
I»?
il v v . u pe—
g 3 - L] L A 14
TIDPO (i)

CINETICA DE CRECIMIENTO EN CULTIVO POR LOTE

Y Se 1 T e 1°c
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GRAFPICA 1

RESULTADOS DE CINETICAS EN CULTIVO POR LOTE
VARIANDO pH

: tq = Tiempo de Dunlicacidn
:'Y = Readimiento

s P e Productividad

: A < Abmorbancias nixima
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"TABLA 15

RESULTADOS DE CINETICAS EN CULTIVO POR
LOTE, VARIANDO pH

S v t4 Aug
x/8 (\; (=?) (Br) 1 ;0‘ i P

0.3 1.53 0.0410 16.8 - 5.6 0.101
0.40 1.37 0.0730 9.45 0.5100 5.9 0.244
0.24 1,35 0.0520 13.29 0.2893 6.4 0.183
0,37 2,51 0.1577 4.39 0.6950 7.0 0.330
0.10 1.86 0.0680 0.79 0.1125 8.0 0.320
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GRAFICA

12

| 2

TIDOY (hr)

CINETICA DE CRECIMIENTO EN CULTIVO POR LOTE

ol e 6

§ =7

°T = 37°C
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GRAFPICA 13

¥ v v Y Y v -
2 q 6 A 10 12 14

TIET™ (hr)

CINETICA DE CRECIMIENTO EN CULTIVO POR LOTE

pH =7 S =5 °T = 37%
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GRAPICA 14

CINETICA DE CRECIMIENTO EN CULTIVO POR LOTE

pH = 7 Se 7 ‘T - 37°C
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GRAFICA 15

CINETICA DE CRECIMIENTO EN CULTIVO POR LOTE

pRe 7 S oy °T = 37°C

(*) Mmento de Apitacién v Arreacibn
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16

GRAFPICA

Azficar)

-
4

s (

VARIANDO SUSTRATO

RESULTADGS DE CINETICAS EN CULTIVO POR LOTE.

= Tiemvo de Duplicacién

Y ©Rendimiento
P =Productividad
An " Absorbancia nfxima

s
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BLA

16

RESULTADOS DE CINETICAS EN CULTIVO POR
LOTE, VARIANDO S,

0.1375

Y Se u ty  Ambx Se P
x/8 ) @) (Hr) ) 640 cefrica

028  3.08 0.1160 5.97 0.1325 3% 0.380

0.23 3.5 04150 1.67 0,150 S% 1.286

0.26 5.08 0.2 5.70 0.2575 7% 0.850

0.29 12.09 0.219  3.30 9% 2.800
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GRAFICA 17

&4 8 12 16 20 26
TIE®PO (br)

CINETICA DE CRECIMIENTO EN CULTIVO POR LOTE

PH = 7 S - s2 °T - 31°%
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GRAFPICA 18

TIEW (hr)

CINETICA DE CRECIMIENTO EN CULTIVO POR LOTE

pl = 7 S e 57 °T = 34°C
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GRAFICA 19
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TIE®PO (hr)

CINETICA DE CRECIMIENTO EN CULTIVO POR LOTE

pR = 7 S o 52 ‘T = 37°
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GRAFPICA 20

2 4 6 8 10 12 14 16
TIDGO (hr)

CINETICA DE CRECIMIENTO EN CULTIVO POR LOTE

o = 7 S = 52 °T = 40°C
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21

GRAPICA

RESULTADOS DE CINETICAS EN CULTIVO POR LOTE,
TURA

= Tiempo de duplicaciba

* Rendimiento

t
yd
[

® Productividad
: Am = Absorbancia mfxima
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TABLA 17

RBSULTADOS DB CINEBPTICAS EN CULTIVO POR
LOTE, VARTANDO °T

Y'/' S. 1 tq Aggx T P
(3) (B8z™')  (Hx) A 640 (*C)

0.35 4.48 0.132 5.25 .08 31° 0.93
0.29 4.88 0.236 2.93 0.91
0.36 S.44 0.356 .95 0.5
0.25 S.64 0.141 4.9 0.84

0.75
1.38
0.78

§9%
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3. CALCULO DE LA CONSTANTE DE SATURACION.

Es posible obtenor ol valor de la de

ién

(Kg) » dado por 1a ecuacién de Monod (ecuacién 10), a partir de_

los experimentos roalizados a pB = 7 y a T = 37°C, con las di-

£ ionos de

en la siguiente tabla:

TABLA 18

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO
EN LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO

s (W) p @)
1.35 0.0520
2.51 0.1570
3.08 0.1160
5.08 0.1214
5.44 0.3560
6.47 0.4150
12.99 0.2000

empleadas, como se muestra

El comportamiento de estos datos aparece representado en -

la Gréfica 22.
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GRAFPICA 22

EFECTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO EN
LA VELOCIDAD DE CRECIMIENTO

Ks = 35 a/t
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4. EXPERIMENTOS EN CULTIVO CONTINUO.

Estos experimentos fueron realizados en las siguientes con
diciones:
Se 5% pH & 7 °r & 37°C

cuyos rosultados se muestran en la siguiente tabla:

TABLA 19

CULTIVO CONTINUO DE Pseudomonas cariophilli

D S, S AMM0 X Y P(X)
wel) @0 @ 4 @0 g/t

0.101 3.8 0.33 0.583 12.90 0.41 1.3
0.114 S4.2 6.87 0,721 16.00 0.34 1.8
0.137 48.0 5.70 0.669 14.80 0.35 2.02
0.207 49.6 7.07 0.617 1.1 0.32 2.8
0.256 45.8 18.80 0.565 12.55 0.46 3.21
0.296 S0.6  25.20 0.417 9.26 0.36 2.74
0.357 SS5.4 32.67 0.256 5.68 0.25 2.02
0.411 55.4 37.80 Lavé - - -

En la Gréfica 23, aparecen algunos de los resultados de la
Tabla 19.
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GRAFPICA 23

[ [x) a
D (nin-?)
CINETICA DE CRECIMIENTO EN CULTIVO CONTINUO

PH e 7.0 Se5s 2 *T « 37°C

* Sobstrato residual (%)
@: A = Absorbancia. 640 na (1077
= Productividad
* Sendimiento
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5. EVALUACION NUTRICIONAL.
Los resultados del anflisis bromatolégico practicado a la_
biomssa obtenida en este estudio se muestran on la Tabla 24:
TABLA 24

. ANALISIS PROXIMAL DE |
Pseudomonas cariophills

Determinacién [}
i

Humedad 6.0
Protefna 4.7
Grasa 6.6 *
Fibra cruda 0.75*
Cenizas 17.4 *

¢ Base seca

Los resultados de las prucbas de digestibilidad aparecen -
on la Tabla 25. Se compar6 con un patrén de casefna, cuya df--
gestibilidad (n vitzo es conocida.
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TABLA 25

RESULTADOS DE DIGESTIBILIDAD in vitw

Muestra Di.go:t:b:.mu
Pseudomonas caniophitli 84
Casefna 90

Los resultados del Aminograma de la muestra de biomasa seo_
presentan enla Tabla 26. Bstén relacionados tanto al 1008 de --
muestra, como a la protefna expresads como 16 g de nitrGgeno, en
dondo: ¢ N Total = 5.94 (Kjeldhal).

TABLA 26

AMINOGRAMA DE Pseudomomas cariophilli

Aminofcido g/v g/l6gN *
Lisina 1.24 3.34
Histidina 0.52 1.40
Arginina 1.11 3.00
Acido Aspértico 2.28 6.15
Treonina 1.17 3.14
Sorina 0.76 2.04
Acido GlutSmico 3.35 9.03
Prolina 1.56 4.20
Glicina 1.46 3.92
Alanina 2.56 6.88
Valina 2.73 7.35
Metionina 0.71 1.90
Isoleucina 1.53 4.12
Leucina 2.60 7.01
Tirosina 1.39 3.75

Fenilalanina 1.3 3.52
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

1. MEDIO DE CULTIVO.

El medio utnt%zdo en este estudio se caracteriza por su -
sencillez, ya que s6lo requiere 2 sales adicionales y ol Scido_
sulfdrico empleado en la clarificacién. Sin embargo, los resul-
tados obtenidos al ovaluar crecimiento mediante los sSlidos sus
poendidos, indican que existe una gran interferencia de material
on suspensién, lo que sugiere la necesidad de hacer mis intenso
el tratamiento con &cido sulfdrico, o bien, adicionar una opera
cién de filtracién gruesa de la melaza despuls del tratamiento_
&cido.

El valor de longitud de onda seleccionado para evaluar el_
crecimiento mediante absorcién de luz (630 nm), indica la zona_
de nfnima absorcién de la melaza que, aungue no es la regiém de
mixima absorcién del cultivo, sf es una longitud de onda donde_
la interferencia es mfnima.

Como 10 muestran las cinéticas realizadas, la medicifn del
crecimiento como una funcifén de la absorbancia es v8lida, siem-
pre que se establezcan las correlaciones correspondientes a --
las determinaciones de poso seco. Es recomendable que dichas -
correlaciones scan calculadas al final de la Fase Logarftmica,-

que es cuando la mayor parte de los s8lidos inorgSnicos se solu
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bilizaron y fueron sustituidos por s6lidos orginicos, rcpresen
tados por células.

Fn eostc renglén, es rccomendable optimizar cl disciio del_
medio de cultivo en forma experimental, tanto en cultivo por -
lote como en cultivo continuo, siendo este Gltimo la forma nSs
rSpida de llovarlo a cabo mediante ol sistema de estfimulo-res-
puesta racomendado por Mateles (37). A pesar de que 6sto no -
fuec realizado, los valores de rendimiento calculados son cerca
nos al 100% tebrico para carbohidratos (Y = 0.5), cuya utiliza
cibén so lleva a cabo aerSbicamente (1). Esto pone de manifics-
to que el medio se encuentra préximo al 6ptimo, hablando en --
términos de composiciSn del mismo.

En cuanto al valor de 35 g/l para la constante de satura-
cibn Kg, dado vor la ecuacifn de Monod, se concluye que es ne-
cesario trabajar con altas concentraciones de sustrato para te
ner velocidades de crecimiento cercanas al valor de u.g, =~ Las
explicaciones al comportamiento anterior se dueden deber a va-
rios factores, entre los que se pueden mencionar:

a) Humphrey (28) reporta que sc obtienen valores de K, has-
ta 10 veces =83 altos cuando en el sistema existe inhibi
cibn por sustratq presentan curvas sinilares a las reoor

tadas en la Gr&fica 22, calculadas con la ecuacibn:

poe ——Vmix. 41
1+K+ S
s K,

K, = constante de inhibiciSn del sistema
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b) Se reportan valores anormalmcnte altos de K, en casos en
los que existen limizaciones de transferencia de masa, y
en particular, resistencias de tioo difusional.

c

-

Cuando ¢l sustrato l:imitante cs otro diferente al usado_
en la ecuacién de Monod y que d6é por consccuencia valo--
ros anorz=ales en la constante dc saturacién.
Do los 3 casos anteriores, ¢l sequndo se descarta al ob--
servar ¢l comportamiento que muestra el cultivo en la Grifica_
15, y que indica en forma clara las condiciones en que la ----
transferencia de masa limizaba al sistema, y c6mo sc cubrié la
demanda de oxfgeno al aumenzar los niveles de agitacibn v ac--
reacién.

Se considera aS§s »robable que los valores altos de la ---
constante de saturacidér sear consecuencia de una inhibici6n 6_
bien de otro nutriente limitante. La prizera de cstas 2 opcio
nes no es muy apoyada dor el hecho de gue el sistema en culti-
vo continuo se adeda mSs a la ecuacifn de Monod, nor lo tanto,
s6lo gucda la tercera posibilidad (c), que puede refutarse al_

ootimizar ¢l medio de cultivo.

2. EXPFRIMEXTOS EM CULTIVO POR LOTE.

Curva de Crecimiento. Je la Gr8fica 5 se ve claramente -
que ¢l ciclo de fermentacién, »ara csas condiciones cs de cer-
ca de 20 hr., y que el cul:ivo se encuentra cn la Fase Locarfr

mica entre las 3 v 20 hr., razén por la cual se scleccioné un_
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tiempo do 12 hr como la odad mis adecuada de los in6culos.
Efocto del pH. Tanto on la Tabla 15 como en las Grificas
S, 7, 8, 9, 10 y 11, se obsorva que las mejores velocidades de
crecimiento, los tiempos de duplicacién mfs cortos, y las mojo
res oroductividades, se obtienen bajo condiciones de pH 7 y oPf
8, Sin cmbargo, ol mejor rendimiento se obtuvo a un pH de 7 -

adom§s de que, la aci6én con pH de 8 incrementa

on forma logarftmica, el consumo de §lcali necesario oara man-
tenerlo on ¢se valor (sobre todo por el hecho de que el micro-
organismo por sf mismo acidifica el medio). Todo lo anterior,
hace considerar al pH de 7 como el mis adecuado para lograr re
sultados Sptimos con esta técnica.

Efecto do Sustrato. Bn las Gr&ficas 12, 13, 14, 15 y 16,

as{ como en la Tabla 16, se el ef que la ra

cién do sustrato tuvo sobre los varfmetros cinéticos (veloci--

dad cspecffica de imiento, tiempo de duplicacifn, rendimien
to colular y productividad) del mi ismo. En 1, -

sc observa que la velocidad de crecimiento del microorganismo_

., on i6n con los exverimentos desarrollados sa-

ra oH, que el rondimiento celular vari6é poco. Es importan-

te seflalar quo la mSxima velocidad de crecimiento de esta se--

rie dec experimentos se obtuvo con una acién de azfcar_
de 5% (50 g/l que cquivalen a un valor de 1.43 sara la constan
te de saturacién), lo quec permitiS seleccionarla como la con--
centracién mfs adecuada para trabajar, a pesar de que se obser

va, de la Tabla 16, que cl mfximo valor de oroductividad se lo
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gr6 con 9% do sustrato, con la desventaja de quo 1la velocidad_
do craecimiento es s6lo la mitad de la velocidad mixima, ademis
de que la demanda do oxfgeno aumentS, 10 que obligé a elevar -
los nivoles de agitacién y aereacién al doble (de 0.5 a 1 vvm;
Y, do 400 a 500 rpm, P i ). Este di6 lugar

a la curva difuxica que se muestra en la Gr&fica 15, que fue -
qonorada por limitacién do oxfgeno.

Bfocto de Temperatura. La influencia que este parfmetro_
tuvo sobre el crecimionto se muestra en las Gr&ficas 17, 18, -
19, 20 y 21, y en la Tabla 17. Se observa que, ¢l mejor rendi

mionto, la mayor velocidad de imiento y por consecuencia,-

la mojor productividad, se obtuvieron a 37°C, por lo gue se se

leccion6 como la temperatura de trabajo mfs adecuada.

3. CULTIVO CONTINUO.

En el cultivo continuo desarrollado se observa, en gene--
ral, un aumento en productividad de 2% veces, y una mejorfa 1%
veces en los rendimientos, ambos con respecto al mejor dato ob
tenido en cultivo por lote.

Aunque el cultivo continuo se comport6 semejante a lo en-
contrado vor otros autores, (3), la velocidad do dilucién cri-
tica (Dc) del cultivo se emvieza a manifestar desde valores su
periores a velocidades de dilucién de 9.21 (dato que equivale_
a1a mitad de 1a velocidad mixima).

Lo anterior, bisicamente se explica en términos de la -—
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acuacién do Monod: si de la Tabla 19 se toma el valor de la ve
locidad de crecimiento en 0.256 y se compara con el obtenido -
medianto la ecuacién 10...

P ® Pagx S
K +S

K, = 35.0 g/¢

- p = 0.35
S =18.8 g/t ! P ouke.

Esto implica que la velocidad resl es superior a la teéri
ca, y que, para prooSsitos de elevar la productividad, es fac-

tible r la cr 16n de sust-ato a valores en los -
que p tienda a ppgx. Y que l6gicamente, permitirén tener valo-
res de velocidad de dilucin cercanos a 0.4 Hr™', aumentando -
en un SO0V, la oroductividad del sistema, haciéndolo por ende,-

Juscentible de escalamiento a nivel industrial, inclusive.

4. EVALUACION NUTRICIONAL.

En este aspecto, aunque los anSlisis revelan un porcentaje

de drotofnas mfs bajo que 1o reportado para otras bacterias (60

%) como M & Hidroo (45), se considera razonable,-

sobre todo al pensar que es casi que va pafiada de im
ourezas inorgSnicas de la melaza, como 10 demuestra el alto con
tenido do cenizas.

Como contranarte, la bi de Pseud, iophilli posee
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una digestibilidad no mucho menor a la de la casefna: 84 y 90%
respectivamente, lo cual indica que tiene una fragilidad muy -
alta y por lo tanto, un valor nutricional potencialmente eleva
do.

Del porfil de aminofcidos realizado cuyos datos aparecen_
en la Tabla 26, se observa que, en primer lugar, el contenido_
de proteina es bajo y por ende, el porcentaje de aminofcidos._
En sogundo lugar, es importante hacer notar la baja concentra-
c16n de lisina, aminoScido esencial, que suele estar presente_
en cantidades del orden de 8 g, cuando se trata de biomasa. -

Por otra parte, en a aminoScidos azufrados concierne --

(metionina, cistefna y cistina), se espera que sparezcan en ba
ja concentracién —como el 1.9% de metionina que se reporta en

el anflisis— por ser escasos en las muestras de bicmasa. (Cis

tina, tript6fano y cisteina no apar debido a que no se rea

lizaron tales determinaciones).

A pesar de que es baja la 16n de aminoScidos de

la biomasa obtenida (3.34 g de lisina), se considera que en ge
neral no os malo, pues la auestra contiene residuos de sustra-
to adomis de las impurezas inorgénicas de la melaza que se men
cionaron con anterioridad. En base al aminograma, es importan

to 1 la iencia de usar la bi de Pseud. -

carioph{lli como complemento alimenticio de las raciones em---
pleadas hasta ahora, siempre y cuando se rcalicen alqunas prue-
bas para evaluar la toxicidad y el valor biol6gico de la bioma-

sa en cuestifn.
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5. CONCLUSIONES GENERALES.

En base a los resultados obtenidos se¢ considera aguc, si -
el medio se optimiza, es factible gue el proceso —en la forma

como se ha diseflado— cntre sin problemas, bajo positiva consi

deracién 6rmica (Un con productividad de mfs de 5

a/lHr os prometedor, en términos econfmicos).

,/- Es importante seilalar que hay que desarrollar trabajo en_

ol sontido de reducir el costo de recuveracién del oroducto, -
mediante la sustitucién por ejemolo, del paso de centrifuga---
cién por una floculacién, para concentrar atn mfs la biomasa y
hacer econfmico el secado.

La produccién de protefna mediante el crecimiento de orga
nismos unicelulares es una solucifn sugerida para satisfacer_
las necesidades nutricionales de gran parte de la poblacibn --
mundial.

El arribo a la situacién actual en la industria de fermen
taciones no ha sido de ninguna manera fortuito, sino que ha in
volucrado una gran cantidad de esfuerzo y capital, y tal cowmo_
ha sido ountualizado por Lindell y Laiho (1976), "la investiga
cién on formentaciones continda, a un paso acclerado, con la -
csperanza que ¢l trabajo se vea caoitalizado en nuevos produc-
tos y dayores beneficios y ... estos esfuerzos resultan en --
ocasiones {ructfferos” (23).

Es importante enfrentar la prooaganda que se hace cn con-

tra de¢ las protefnas unicelulares pues ademis, alaunos produc-



- 97 -

toros de carne lo hacen para promover sus productos para anima
les alimentados s6lo con alimentos ‘naturales’. Bn realidad,-
¢l tamailo del mercado do alimentos lo determina el orecio. --

Mientras continfe crecicndo la demanda para protefna de alimen

a

tacién, ol aumento de los supl do p . soya y otras

fuentos protéicas, obligarfn a los

de orotefna uni
cclular a disminuir sus precios, si cuieren competencia. Para
que la P,U, soa competitiva, debe ser valuada a un mismo ore--
cio quc ol pescado y la sova. Asf, en vez de aumentar la de--
manda. la presién competitiva de tales fuentes harf que los --
orecios permanozcan a un nivel relativamente bajo —y esto lo_
tendré que aceptar la protefna unicelular—.

Si los estudios de alimentacifén en animales de granja ---
arrojan rosultados satisfactorios, y no se observan indicios -
de ofcctos doletéreos en los diversos estudios con ratas, en--
tonces queda poca duda en cuanto a la seguridad del oroducto -

oara animales y humanos.
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