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I.. INTRODUCCION

En la utilizacidn e industrializacidn de productos —-
agricolas se generan volimenes importantes de residuos que
son desaprovechades o aprovechados en forma parcial v gque -
2 la postre representan serios riesgos de contaminacidn am-
hiental, tales residuos provenientes de fuentes renovables
¥ -pvesentdn un gran potencial de utilizacidn para la obten
cifn de diversos productos importantes a las industrias: —-
rlimentaria, Quimica, Quimica Farmacéutica v de Alimentos -
Balanceados entre otras.

Por otro lado, el Sistema Alimentario Mexicanc (SAM) -
plantea una serie de estrategias y act1v11aded d;qenadas -
para solventar la carencia de alimentos y alcanzar la auto-
suficieneia alimentaria. Sin embargo, desde el punte de -~

igta nutriciconal, realizar una dieta balanceada involucra
la necesaria incorpcracidn de factores de crecimienzo (viti
minas, aminocfcidos esencialaz, etc.) que vermiten chtener -
alimentos enriquecidos de alte valoxy nutritivo tanto para -
consumo humano como animal.

La produccidn de &stos factores a partir de residuos
organices constituye un sector nule ¢ de escaso desarrolic
en nuestro pais, no obstante de contar con la infrasstruc-
tura humana y de eguipo para llevarse a cabo, por é5t1 ra-

<
nologias tendientes a eliminar la importacidn de estos pro
ductos. Y hacer gue 1lo gue se ha considerado desperdicio
agroindustrial deban ser vistos como materia prima aprova-
chable, y con ello resclver, en parte, algunos p*ohlemas -
de contaminacidn y la obtencidn de productos industrialme



be importantes (42).

bentro de los residuos y/o subproductos agroindustria-~
les gque han sido y estan siendo motivo de estudio se pueden
mencionar:  la pulpa del henequén, cuyos constituyentes la
hacen, una vez complementado, un buen medio fermentecible -
para aumentar su contenido protéice (34): utilizacidn de ba
gazo de cafa en la produccidn de lignosulfonatos para sus—-
pensiones, paja de trigoe o bagazo de cana para la produc---
cidn de furfural, melazas de cafa en la preduceidn de leva-
dura y/0 alecohol, por Ffermentacidn de alwmiddn de la mandio-
ca (huacawote) producceidn de etanol o por la fermentacifu ~
de la melaza de caha (42); a partir de recursos celuldsicos
la obtencidn de proteina unicelular (3%); Fermentacidn de -
jugos citricos para la obtencidn de levadura alimenticia vy
etanol (30} ; y actualmente se pretende utilizar el subpro--
ducto de la industria del limdn mexicano para obtener vita—
mina Bl (32).

En la industrializacidn del lindn wmexicano y especifi-
camente en la obtencifn de aceite esencial destilado (Figu-
ra 3, proceso 2), se origina un subproducto llamado "Jugo -
Cocido" cuyo volumen residual le confiere una importancia -
extraordinaria en la industrializacidn integral del fruto.

$1 se considera que para producly un tambor {180 Kg) de
dicho aceite se utilizan 45 toneladas de 1limén y que aproxi
madamente el 50% es jugo cocido, es deciy, 22,500 litreos —-
por tambor de aceite esencial v que en el ano de 1980 se ~-
produjeron en México aproximadamente 3,500 tambores de acel
te esencial destilado. Esto representa a nivel nacional --
78,750,000 litros de jugo cocido por ano (32).

El jugo cocido se ha utilizado industrialmente para la
obtencidn de acido c¢itrico por precipitacidn con hidrdxido
de calgio, procesc gue ha pasado ha ser obsoleto porgque com-—
pite desventajosamente con la produccidn de acido citrico -
por fermentacidn, a pesar del bajo costo del mencionado --—
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Figura 1. Diagrama de flujo para la industrializacidn del Limdén Mexicano

heferencia (32)




subproducto. El volumen de &ste queda integro y actualmen
te ocasiona serios problemas para su eliminacién, desalo-—-
jarlo al drenaje aumenta la demanda bioquimica de oxigeno

(DBO) debido a la gran cantidad de material oxgdnico ahi -
presente, su eliminacidn en el campo destruiria la flora -
natural, v si se deposita en pozos la infiltracidn puede -
contaminar los mantos acuiferos subterrdneos.

En parte para contribuir a la solucidn de &stos pro--
blemas y por su composicidn quimica (Tabla I) ha sido posi
hla emplearlco como constituvente de un medic de fermenta—-
¢idn para la produccidn de vitamina By, (32) utilizande al
microorganismo Propionobacterxium shermanili lograndose has-
ta ahora un rendimiento de 29,000 mcg/l, cantidad que com-
pite con la obtenida por sustratos convenciconales (Tabla -

I). Este proyecto de investigacidn se estd realizando ~-
desde 1979 en el departamento de Biotecnclogia del Institu
de Investigaciones Biomé@dicas (UNAM) .

El empleo cada vez mayor de la vitamina By, como fac-
tor de crecimiento en las industrias de Alimentos, Alimen-
tos balanceados y en la industria Farmacéutica confieren a
su produccidn relevante importancia, ademis de su alto va-
lor comercial. México no la produce, la importa, en espe-—
cial de Inglaterra e Italia como polvo de fermentacidn del
cual se aisla y purifica, calculdndose el valor de ésta im
portacidn, en 1980 en 8 millones de délares (20).

Por éstas razounes se considera de importancia produ--
cirla en México por vias fermentativas en cantidades indus
triales, que al principio satisfaga la demanda del mercado
interno, y por consiguiente, evitar la fuga de divisas por
éste concepto.



TABLA

(1]

I

LOMPOSICION QUIMICA DEL JUGO COCIDG DELIMON

Manganeso
{obre
Magnesio
Hierro

LY
Cine
Cromno
Fasfore

Aziicares totales (método
de Ting)

Nitrégenoe (método de
Xjelhdal)

Acidez {Acido citrico)
Acelte esencial
Grado Brix (refraceidn)

PH

&3]

@
521

ppm
ppm
Ppm
prm
-Ppm
__ppm
ﬁg/lDO‘ml

%
4/100 nl

o
%

o

Fuente: Referencia (32)



PRODUCCION DE VITAMINA B

TABLA IX

POR DIFERENTES CEPAS

12

Cepa Fuente de carbono (mg/1) Referencias
Micromonospora sp. Glucosa 11.5 viagman et al. (1969)
Nocardia rugosa Glucosa-melazas de cafla 14 Farmaceutic Italia (1971a)
ropionibacterium freudenreichii Glucosa 25 Uclaf (1960}
dropionibacterium shermanii Glucosa 23 Speedie and Hull (1960)
Jropionibacteriun shermanii Glucosa 28 Chinoin-Gyogyszer (1965)
‘repionibacterium shermanii Jugo codio de 1imdn 29 pBrez Mendoza (1981)
2ropionibacterium shermanii Glucosa 39 Pierrel S5.p.A. (1965b)
Propionibacterium vannielli Glucosa 25 Pliva T.F.K.P., (1964)
Jseudomonas denitrificans MHelazas de remplacha 59 Merck and Co., Inc., (1971)
rroptomyces olivaceus Glucosa-lactosa 8.5 Terada et al. {(1959)
tixed methanogenic bacteria Metanol 35 Richter Gedeon V.G, (1975a,b)
;acterium EM-02T Metanol 2.6 Toraya et al. {1975)
ienhanabecilluﬁ omelianskiil Metanol 8,8 Paniskhava and Bykhovsky (1966)
srotcaminobacter ruber Metunol 2.5 Kojima et al. (1976)
sorynebacterium and Rhodopseudomonas n-parafinasg 2.3 Nakao et al. (1974)
‘ocardia gardneri Hexadecano 4.5 Kyowa Hakko Kogyo Co, Ltd, (1970)

Fuente: Referencia (32)



‘II. FUNDAMENTACION DEL ‘TEMA

I1.1 Crecimiento Microbiano

El crecimiento de los microorganismos junto con sus -
actividades fisiolBgicas se da como una respuesta al ‘medio
ambiente fisico y quimico.

La respuesta microbiana al medic ambiente es frecuen-
temente interactiva alterindolo como consecuencia de sus -
actividades de crecimiento, y en algunos casos para mejo--—
rar sus ventajas competitivas contra otros microorganismos.

Existen patrones generales para el crecimiento micro-
biano =sjemplificado. por bacterias, levaduras, hongos y vi-
rus; siendo éstos: f£isidn binaria, gemacibn, ramificacidn
y el dltime cuyo crecimiento no sigue un patrdn normal pues
requiere de un organismo huésped para duplicarse (9,43).

I1.1.1 Definicibén de Crecimiento

En un microorganismo como sistema bioldgico, el creci
miento puede definirse como un incremento ordenado de to--
dos sus constituyentes quimicos. Esto no quiere decir gue
un aumento en la masa celular refleje un incremento en el
nilmero de microorganismos, ya gue puede ser un resultado de
la sintesis y acunulacidén de material de reserva celular -
(por ejemplo: glicdyeno & poli-f-hidroxibutirato). Es -—-
decir, el crecimiento es el resultado de la multiplicacidn
celular o un incremento de las células individuales.



—_ i —

Bl =recimiento microbiano puede ser visto como una ~-
e de reacciones quimicas dirigido hacia la sintesis d

~
[¢]

sorl
masa celular (37,44).

A (CalbOc) + B(O,) + D(NH3) -—-——~~>M(caHBoyN5) + P(CO,) +

Q(Hzo)

donde :

A:B,D y P scon las moles de los componentes respec—
tivos.
CaHbOc es la fuente de carbono y energia

« M'son las moles de una unidad celular (CQH 0 NS)'

B7v
1T1.1.2 #étodos para Medir Crecimiento Microbiano

Para tode proceso fermentativo es esencial cuantifi-
car el crecimiento microbiano, el cudl puede ser determi-
nado en base a dos diferentes parimetros: masa celular vy

atmero celular, tomandc en cuenta que no son necesariamen

te egquivalentes. En primer lugar, la masa de la c@lula
individual puede variar, en segundo lugar, la masa celu--~
lar aumenta cuantitativamente con el tiempo, mientras que
2l incremento eén el aluwero de células ez discontinuo, -~
ocurriendo como un resultado de divisiones celulares suce
sivas a intervalos de tiempos fijos. Su difersncia es im
portante en crecimiento sincronizade, pero genseralmente -
1a multiplicacién en una poblacidn celular grande es no -
sincronizado, por lo tanto, el incremento en la masa celu
lar y el nimerc de células son equivalentes para todos --
los propdsitos prdcticos. Los métodos pueden ser clasifi
cados en métodos directos de masa celular, métodos direc—
tos de niimero de cBlulas y métodos indirectos de creci--
rianto (FPigura 2).,{%,38,39,43).

H




FIGRA 2

ESQUEMRTIZACION DE LOS UIFSRENTES HETODDS HIelEALDS PAARL HEDIR EL CRECIMIENTD HICACBIRRD
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a -~ Medida del ntmero de c8lulas. Puede llevarse a -
cabo por el métode de cuenta microscdpica con la ayuda de
una cdmara de contao, utilizando muy poca suspensidn celu-
lar, se cuentan tanto c€lulas vivas como muartas. La <¢uen
ta viable en placa es el método mias comin para la medida ~
de cBlulas viables, consiste en hacerlas crecer en un me--
dio nutritivo sélido donde cada célula esparcida en la pla
ca darad una colonia. Un tercer método es el contador -
Coulter basade en la diferencia de conductividad eléctrica
antre la célula y el fluido al atravesar un orificio muy -
fino. Ctro es el cultivo en portachietos qua se bhasa en -
una combinacifén de los mdtodos de cuenta viable y cuenta ~
microscdpica con la ventaja de diferenciar células viab
v no viables en un covto pericde de tiempo de incubacidn.

b -~ Medida de masa celular. El peso seco celular es
el metodo generalmente empleado, utilizando un volunen de
suspansidn celular fijo, ol cual se centrifuga o se filtra
lavando las c8lulas con agua destilada, solucidn isotdnica
o solucidn amortiguadora, secande posteriormente a 80°C --
por 24 hr & a 110°C per 8 hr, es un método muy usado para
rormalizar los datos de las fermentaciones. Otro método ~
ampliamente usado es el turbidimétrico, el cual s@ bhasa en
gue la intensidad de la luz transmitida as propcrcxonal a
la concentracidn de masa celular (Ley de Beer), determinan
do su densidad dptica con la ayuda de un espectrofotémetrg
o fotocolorimetro, Un tercer mébodo es por volumen EMPACa
do, utilizado como método de rutina en plantag industria-—
les para seguir el crecimiento celular; en &ste métedo se
utiliza un tubo cdnico graduado manteniendo un volumen de
suspensidn celular, un tiempo y velocidad de centrifuga--
cidén EFijos.

¢ - Determinacidn indirecta de crecimiento. BEstos -
métodos se utilizan generalmente cuando el medio de creci
miento contiene s$6lidos no celulares., Se basan en la me-
dida de un nutriente, producto o componente celular cuyo
consume, produccifn o existencia estd relacionada este--
quiowmétricamente a la cantidad de masa celular © a la me-
dida de alglina propiedad fisica.
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Por consumo de nutriente puede determinarse: Fuente -
dc carbono, nitrdgeno, oxigeno y algunos factores de creci-
miento especifico (aminofcidos o vitaminas).

Por medida de componente celular, puede determinarse:
proteinas, ADN © ARN.

Por formacidn de producto: productos catabdlitos co-
O C02 POy ejemplo; metapolitos rrimarios ¥y secundarios.

Por calor de fermentacidn o cambic de entalpia.

Por viscosidad del medio

r.1.3 Curva de Crecimiento

P . 2 - . - = . s Ly
El crecimiento microbiano estd limitado por agotamien
o da nutrientes © por la acumulacidn de productos ne

ac t ores prlnclpales que de*ermlnan la forma
curva de crecimiento en una fermentacidn por lo
25t&n caracterizadas por variacidn en la ve
regimiento (Figura 3), (1,.9,39,43}.

The T b 3
" 2

-
+

Generalmente solo se manejan 4 etapas de la curvz de
crecimiento gue son:

- Fase lag o fase de adaptacidn (a), su duracidn puszde -
variar considerablemente y ocurre cuando el micrcor
nismo proviene de un medio de composicidn diferents o
de un medioc viejo ya que tiene que organizar sus zompo

nentes micro y macromoleculares (ARNm, enzimas, C”“ﬁd:
nentes estructurales). En é&sta fase la masa celulzy -
puede cambiar sin auwnento en el nlmeroc de células, su
caracteristica principal es presentar una velccidas de
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3. Curva tipica de crecimiento micrchiano en una -~
fermentacidn por lote, cuyas fases de crecimiento son: a)

Fase lag o fase de adabtamlon, b) fase de aceleracién; c} --
fase logaritmica; d) fase de retardacidn; e) fase estaciona

ria; f) fase de desaceleracidn v g) fass de muerte,
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crecimicnto nula (u = 0). Posterior a &sta y mis bre
ve es la fase de aceleracién (b) donde incrementa la
velocidad de crecimiento (u méx>;{>-o),estase presen-
ta antes de entrar a la fase logaritmica.

- Fase logaritmica o exponencial (y =pmax) (c), estd -
caractarizada por una linea recta si se grafica loga-
ritmo natural del crecimiento (ln X) contra tiempo, -
La velocidad especifica de orecimiento (y) es constan
te e independiente de la concentracidn del sustrato.
La composicidn macromolecular ceiular por unidad de -
paso permanece congstante. Casi todas las células son
viables y de tamailo constante, la masa celular y el =
nimero de células auwmentan paralelamente. Posteriocr-
mente la velocidad de crecimiento disminuye entrando
de &sta manera a la fase de retardacidn (d) antes de
pasar a la siguiente etapa.

- Fase estacionaria (e), se presenta &sta fase ya sea -
porgue algin nutriente se ha agotado o por la acumula
cibn de algiin metabolito tdxico. La divisién celular
se ha detenido v las células viables alcanzan un equi
librio con las células muertas. La velocidad de cre-
cimiento especifico es por lo tanto nula {(p = Q).

~ Fase de muerte (g), &sta se presenta despuds de pasar
pox una fase de desaceleracidn. ILa muerte de las cé&-
lulas no frecuentemente va acompahada por lisis, de -~
tal forma que la masa celular puede permanecer cons-—-
tante. La poblacidn viable declina, la cinética de -
muerte de la poblacidn bacterial es exponencial, la -~
velocidad de crecimiento es por lo tantoe negativo.

I¥.}.4 Crecimiento en Respuesta al Medio ambiente

Todo organismo se encuentra capacitado genéticamente -
para producir determinado producto y para crecer adecuada—-
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mente al proporcionarle las condiciones fisicas y quimicas
adecuadas a su medio ambiente y de &sta manera obtener un
desarrcllio fermentativo éptimo.

Ir.1l.4a ~Crecimiento en respuesta a su ambiente fisico.

EBfecto de la temperatura. Como ya se dijo anterior—-

mente el crecimiento microbiano se considera una serie de
rveacciones gquimicas y como tales necesitan vna tenperatue—-
ra Gptima para realizarse. El microorganismo mediante su
tema enzimdtico cataliza dichas reacciones, donde la --
cficiencia de la conversifn de la fuente de carbono y ener

gia 3 material celular v con e¢llo la velocidad de creci--
mionto, asi como la formacidn de producto dependen orands-—
mence de la temperatura, de 3sta forma, se pueden clasifi-
car a los microorganismos eu base a sus temperaturas Opti-
mas de crecimiento: psicrdfilos obligados (10~18°C) y fa-
cuitativos (25--30°C), mesdSfilog (30-45°C) y ternmdfilos —--

(55~75°C) .

£l efecto de la temperatura sobre la velocidad de cre
cimisnto especifico estd regida por la ecuacidn de —
Arrhenius:

(L)

donde :

A = Constante de Arrhenius

Ea= Energia de activacidn (Kcal/mol)
Constante universal de los gases
= Temperatura absoluta

i

R
T

II.1.4b - Crecimiento en respuesta a su ambiente quimico,

Al igual gue la temperatura, ol pH y la concentracidn
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de nutrientes tienen un efecto primordial en la velocidad
de crecimiento y formacidén de producto. Siendo el pH un -
factor muy importante en la fermentacién es necesario con-
trolarlo; primero para obtener una velocidad de crecimien—
to 6ptima, segundo para obtener el maximo de producto de--
scado y tercero para evitar que el medio se contamine con
otros microorganiswos. Para ello se ha generalizado la de
pendencia que tiene el crecimiento y formacidn de productg
con respecto al pH, pudiendo decir que las bactaerias cre--—
cen en un rango de pH de 4-8 unidades, las levaduras de ~—
3-6, los hongos de 3-7 y las células eucariotas superiores
de 6.5-7.5, siendo este mismo rango el Sptimo para las hac
terias. EL control de pH en una fermentacidn se puede re%
lizar agregando una sclucidn amortiguadora o bién emplean;
do un controlador de pH. La concentracidén de los nutrien-
res de un medio de fermentacidn es otro de los Ffactores im
portantes gue afecta la velocidad de © ecimiento microbia-
no v formacién de producto.  Los sustratos pueden ser: -—
fuente de carbono-snergia, nitrdgeno, sales minerales ofy
factores esenciales de crecimiento. Tomando en cuenta en
féste caso las fuerzas idnicas que pudieran presentarse én
el medio. ILa inhibicidn por concentracidn de sustrato pue
de ser explicado por fendmenos de osmolaridad sobre la cé-
1ula microbiana. La cantidad de glucosa que comunmente se
utiliza es al 10% vy de idn amonio al 0.5% como ejemplo de
los principales componentes de fermentacidn {(9).

Ta velocidad de crecimiento, como en una reaccidn qui
mica depende de la concentracidn de los nutrientes, ésta -
dependencia esti cxpresada en la ecuacidn de Monod:

S

K+ S
s

Moo= um -~ (2)

donde

.

H = Velocidad de crecimiento sspecifico (h s~l)
HUm Velocidad mixima de crecimiento (hrs™ ")
Concentracidn de sustrato (g/1)
K = Valor de la concentracidn de sustrato a

H = 0.5 tm.

I

142}
#

e A
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I1.1.5 — Disefio de un medic de crecimiento
.
Dentro del proceso de fermentacidn es importante dise .
ﬁar un medio de crecimiento y produccidn cuyos puntos im--
portantes & considera (9) son:

11.I1.53 -~ Requerimientos nutricionales.

Para gl proceso de optimizacidn de un medio hay gque -
tomar en cuenta las caracteristicas quimicas de cada uno
de los constituyentes para evitar reacciones no deseadas -
entre 2llos, vy permanecer de ésta manera libres para poder -
ser utilizados por el microorganisme. Asi como una exawni-
nacifn de la compoesicidn celular.

Para lograr la minima cantidad de nutrientes elemen---
3 se hace uso de la ﬁstoquxomctrla, pero no es necesa
riamente suficiente para estimar la minima concentracidm -

ida para masa celular, producto(s) v energia para --

5 y mantenimiento.

F.

Ffaente de Carbono + Fuente de Nitrdgeno + minerales +
Factores de Crecimiento

Masa celular + Producto(s) -+ C02 + HZO

Muchos microorganismos requieren de nutrientes especi
ficos como consecuencia de su incapacidad para sintetizar-
los (vitaminas, aminoicidos, nucledtidos), regquiriendolos
en el orden de mg/l. Se pueden satisfacer sus necesidades
usando medios complejos, como: extracto de levadura, casa
aminodcidos, licor de maiz, entre otros.

I1.1.5b - Requerimiento energético.

La serie de reacciones complejas que realiza la célu-
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la (biosintesis, mantenimiento de la estructura celular, ==
transporte activo de moléculas, establecimiento de los gra-—
dientes de concentracidn de la célula y en alqunos casos --
para su movilidad) requieren gastos de energia, ésta ener—-—
gia la obtiene en la mayoria de los casos de la oxidacién -
de la(s) fuente(s) de carbonc en forma de trifosfato de ade
nosina (ATP) . En los microorganismos asrdbicos, el oxigeno
es el aceptor m3s comin de los electrones en el cudl hay —-
produccidn de ATP de la fosforilacidn oxidativa. Por lo --
tanto, el metabolismo del oxigenc, la utilizacidn de la fuen
te de carbono y la produccidn de energia (ATP) son aventos
relacionados. En organismos anaerbbicos, los aceptores de
electrones son usualmente compuestos derivados de la fuente
de carbono.

Se debe proporcionar al microorganismo suficiente fuen
te de carbono para gque la utilice para material celular y -
energia, ambas caracteristicas quedan incluldas en el coef i
ciente de rendimiente celular, ¥x/s:

XmAx. - Xo
¥x/s = So =5 {3)
donde: .
%o = Concentracidn celular a tiempo cero (g/l1)
Xméx., = Concentracidn celular maxima (g/1)
So = Concentracidn inicial de sustrato, a tiempo
cero {(g/1}
S = Concentracién de sustrato al méximo creci--
miento {g/1)
¥x/s = sus unidades son gramos de c&lula producida/

gramo de sustrato utilizado.

IT.1.5c - Requerimiento ambiental.

Los requerimientos o necesidades ambientales para que
un microorganismo se reproduzca y forme el producto desea-
do, se pueden considerar: pH, temperatura, concentracidn -
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de nutrientes, fuerza idnica, oxigeno disuelto y presidn ~
parcial de didxido de carbono, como Se menciona en (9,43).

I1.1.54 - Consideraciones técnicas y econdmicas.

Para un proceso fermentativo el objetivo principal es
ancontrar el minimo costo por unidad de producto, tomande
en cuenta que de un 10-60% del costo de la fermentacidn se
debe a los nutrientes, siendo el mavor costo el de la fuen
te~energia, seguido en costo el de 1z fuente de nitrdgeno.
Las operaciones unitarias en fermentacidn (esterilizacidn,
agitecidn, aeracidn, separacidn). Demanda en el mercado -
nacional. Uso de materias primas nacionales.

I7.1.6 - Crecimientoe de microcrganismos en presencia de --—
una sola fuente de carbone, mas de una fuente de
carbono ¥y en un medic complejo.

Tode microorganismo cuyo crecimiento dependa sdlo de
una fuents de carbono-energia se espsrard siempre un com-
portamiento como se presenta en la Flgura 3, donde su velo
cidad de crecimiento dependerid de la naturaleza del sustra
te (2). Mientras que, cuande el nicrooraanisme se encuen-—
tra con un medio conteniendo dos fuentes de carhono dife--
rentes, presenta un comportamiento dialxicoe (Ficura 4), --
presentando dos velocidades especificas de crecimiento —--
caracteristicas de cada fuente de carbone asimilado. Cuan-
Ao el medio de crecimiento contiene mis de dos fuentes de
carbono-energia utiliza primero la ms Fdciimente asimila-
ble y asl sucesivamente presentandoe con ello diferentes -~-—
velocidades especificas de crecimiento, las cuales son ca-
da ver menores {(Figura 5). De icgual forma es el comporta-
miento del microorganismo cuando &ste crece en un medio --
complejo, con la diferencia de gue no sdlo se va a encon--—
trar con diferentes fuentes dc carhbono, sine tambidn de -
una amplia variedad de otros compuesbos, tales como: wvita
minas, a.a., nucledtidos, etc. (9,29).
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Pigura 4. Crecimiento microbiano
en presencia de dos fuentes de car
bono $31 y S, muestra crecimiento
diduxico. :

X = crecimiento celular

S = sustrato
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Figura 5. Crecimiento microbiano
en presencia de varias fuentesg de
carbono y medio compleijo, musstra
varias velocidades de crecimiento.



11.1.7 - Crecimiento de microorganismo en relacidn a su -
suninistro de energia.

Como ya se ha mencionado, el crecimiento microbiano -
va estrechamente relacionado al consumo de algiin nutriente
en particular, v para lo cual se han desarrollade métodos -
altamente sensibles para su determinacidn en comparacidn a
los pocos estudios realizados sobre la relacidn que existe
entre el crecimiento y la fuente de energia del medio. Uno
de éstos astudios es el realizado por Monod el cual indica
tna relacidn directa entre el crecimiento (peso seco) y la
cantidad de fuente de energia suministrada.

G = KG (4)

donde :

peso seco del microorganismo dado en mcg/ml.
cantidad de fuente de carbono dado en meyg/ml.
constante de rendimiento en mcg de peso seco/mney

de sustrato.

it

fi

OG0
i

Iquales resultados encuentra De Moss y cols. al traba-
jar con bacterias productoras de acido ldctico, las cuales
obtienen energia para crecer por el catabolismo anaerdbico
de los carbohidratos, concluyendo que muy poca glucesa fud
asimilada v que casi fué usada exclusivamente come fuente
de energia obteniendo una relacidn lineal entre el creci-—-

miento vy la cantidad de la fuente suministrada. Se ha ob-
servado que §. Faecalis crece al doble que L. mesenteroi--
de efecto C\PllPddO por los experimentos de Heath, -

Hurwitz, Horvecker & Ginsberg donde se ancontrd que L. me-~

sentercides fermenta la glucosa por la via de lag hexosas

nonofosfato y $. faecalis la fermenta por la ruta de la --
glicdlisis, obteniendo una mol de ATP y 2 moles de ATP por
mol de glucosa respectivamente. Tomando como base éstos -
estudios, Bauchop & Elsden (3) propusieron que el crecimien
to de los microorganismos estaban relacionados a la canti-
dad de ATrY producido de la fuente de eneraia y comprobando




después al encontrar que $. faecalis y S. cereviceae utili-
zan la ruta de la glicélisis y P. lindneri utilizan la ruta
de Entner-Doudoroff para degradar la glucosa obteniendo 2 -
moles v 1 mol de ATP por mol de glucosa respectivamente. --
Ellos consideran adecuadc expresar sus resultados como gra-
no de paso seco del microorganismoe por mol de sustrate adi-
ionado, llamado coeficiente de rendinmiento molar, ¥ -
s = sustrato). El rendimiento de ATP en un pxoeesoametahé
ico se define como moles de ATP preoducideo por mel de sus--
trato.suministradoe. En un proceso metabdlico donde se cono
cen tanto el coeficients de rendimiento molar ¥ v el xendl
miento de ATP se puede determinar el pesc seco del microor-
ganismo producido/mol de ATP formado, ésta razdn obtenida,

Bauchop v Elsden la llamaron ¥

&
I'4
4

L

l"

ATP”
At _ ,
Y =Y = 5
S x/s° As (3)
Y! ~ATP formad
ATP = ——— TOFmade - (6)
Gbni s .
o g v "
i Yx/-s - _ S _ gde celulas
‘ A N @ ATP
AP Yipp  Yapp Ol de 7)
donde: e .
x = G = mcg/ml, peso seco del microorganismo/milili-
tro
s = C = mcmol/ml, fuente de carbono/mililitro
Y = K = meg/memol, coeficiente de rendimiento
La utilizacién del Y permite comparar directamente
el crecimiento microbiano Sobre los sustratos de diferente
peso molecular. La utilizacidn de Y es ventajoso si se

desea relacionar el rendimiento de cXecimiento a la canti--
dad de ATP gue puede ser obtenido de la fuente de energia -
(40) .



De &sta manera Bauchop y Elsden reportan que los YATP
de los micrcorganismos estudiados se encuentran en un -
rango de 8.3 - 12.6 siendo un promedio de 10.5. De igual
forma =llos estudiaron el crecimiento de P. pentosaceum --
encontrande un valor de Y de aproximadamente el doble -
del encontrado para S. fa%cal@i y 8. cereviceae y 4 veces
mayor gue el de P. linderi proponiendo que si el crecimien
to de un microorganisme estd en funcién del rendimiento ds
ATP entonces en su proceso catabdlico produce 4 moles de ~
ATP/mol de glucosa.

Efectivamente en el ciclo metabdlico de las bacterias
dcido propidnico, éstas producern 4 noles de ATP/mol de glu-
cosa por la siquiente ecuacidn (16).

1.5 glucosa + 6 Pi + 6 ADP ====== GATP + 2H20 + Co, +
acstato + 2 propionato
(8)

Todo lo anterioxr da paso a decir gque el crecimiento --
microbiano estd directamente relacionado a la cantidad de -
ATP producido por la degradacidn de la fuente de energia --
bajo condiciones anaerdbicas, y que en consecuencia muy po-
co carbono de &sta es incorporado a material celular y por
lo tanto, es utilizade como fuente de energia.

En las fermentaciones anaexrdbicas en medio compleijo --—
toedos los ATP producidos vienen de la fosforilacidn a nivel
sustrato.

En las fermentaciones aexdbicas, los ATP no vienen so-—
lo de la fosforilacidn a nivel sustratc sino en su mayor --
parte de la fosforilacién oxidativa, eficiencia que no es -
conocida y asi una considerable cantidad de la fuente de --
energia es utilizada para material celular (40).



- 24 -
I1.2 Cinética de Fermentacibn

La cinética de fermentacidn describe el crecimiento y
formacibn de producto por el microorganismo impTirado, seha
lando no soleo sus actividades en la fase logaritmica sino ~
tambhi&n las obtenidas en fase estacionaria. Se entiende -~
por cind@tica, las velecidades de reacciones bioguimicas im-
viicados en cada uno de los procesos; por fermentacidn, una
serie de reacciones guimicas catalizadas por sistemas enzi-~
mdticos que son producidos durante el crecimiento del micro
organismo. Las principales velocidades de fermentacidn (ve
tocidades instantdneas de cambio de concentracidn) que ca--
racterizan su cinBtica, son: las relacionadas al crecimien
to celular, al consumo de nutrientes y a la formacidn de --
pnroducto (27).

. Para el estudioc de un proceso de fermentaclidn se tiene
que establecer la manera mas conveniente de expresar las ve
locidades para seleccionar gl proceso cuyo cambio en el ==
tiempo sea significativeo y directamente relacionado con el

objetivo: medir la velocidad de fermentacidn. Las bases -
para expresar las velocidades de fermentacidn han sido pro-
ouastas por Gaden (2,14):

T1.2:1 Velocidad volumétrica o velecidad de cambic de con-—-
centracidn con el tiempo, O, sus unidades son: masa/
unidad de tiempo por unidad de volumen = unidades de
concentracidn/unidad de tiempo. In una fermentacidn
por lote la velocidad volumétrica se estudia midien-
do la pendiente de la curva concentracidn contra ---
tiempo y con ellas conocer el comportamiento dindmi-
co de la fermentacién al construir la curva de velo-
cidades volumétricas contra tiempo.

11.2.2 Velocidad especifica, es la velocidad volumétrica --
dividida por la concentracidén celular en un tiempo -
definido, sus unidades son: masa/unidad de tiempo --
por unidad de masa celular. En el caso de velocidad
especifica de crecimiento (i) sus unidades son: uni
dad de tiempo™! y se deternina de la pendiente de --
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una grafica semilogaritmica de la concentracidén de -
masa celular contra el tiempo de fermentacidn y sus
unidades son h™

La velocidad volumétrica §, depende de la concentra--
cibn celular y es importante para la persona que dirija una
planta de fermentacidn, pues describe la velocidad con que
s sintetiza el producto o la demanda de material gor uni--
dad de capacidad de fermentador. ILa velocidad especifica g,
es independiente de la concentrxacidn celular y describe la
efectividad de la c&lula para sintetizar producto o para -
utilizar material; esta velocidad es utilizada en estudios
mas bAsicos y gque permitan comprender ailn més las variables
que afectan el proceso,

Matemdticamente cada velocidad de fermentacién se des-
cribe de la siguiente forma:

Velocidad de crecimiento microbiano. La masa celular,
puede aumentar sin un incremento en el nmero de cglulas, -
sin embargo, el cambio o incremento de concentracidn celu--
lar con respecto al tiempo es proporcional a la concentra--
cidn celular: (9,27,43).

ax - ax

at -

dx

- =4 9)

ac X ¢

donde:

% = concentracidn celular en g/l.,
t = tiempo en horas : -1
It = velocidad de crecimiento eSpelelCO en hrs .

9% _ lae (10)



que no es mis que el incremento de masa celular con el tiem

BO.

Integrando:

o t

fiz Slxﬁ = “ftz at

Sl -1

In fxz/xl) é»g (t2 _‘tl) Lo {11)
S = 0

i tl
In (X,/X)) = ptz,
e ME -
x2 e Xl (12)

la ecuacidn (1ll) muestra que la velocidad de crecimiento es
pecifico se obtiene de la pendiente de una grafica de In X

contra tiempo, cuya expresidn matenmdtica es:
in (X -
in ”‘2 Xl) _
2 1

S1 se desea conocer el tiempo que requiere el microoxr-
ganismo para duplicarse se puede obtener de la ecuacidn -~
{11) considerando que At = td' tiempo requerido para que --
X:2 = le:

t, = 1o 2/u = 0.693/u (14)

vVelocidad de utilizacidn de nutrientes y velocidad de
Dependiendo de la requlacidn meta—-

formacidn de producto.

L
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bélica el producto estd relacionado al crecimiento v, /0 a

L1a cantidad de masa celular a su vez, ambos estién estrecha-
mente relacionados al consume de nutrientes. Bsto gueda me
for cxplicado en las siguientes expresiones matem3ticas def,
balance de wmasas, para utilizacidn de sustrate y formacidn
de producto en una fermentacidén por lote, en donde ne hay -

de producto (9,43).

Utilizacidn de sustrato:

velocidad volumétrica, Qs:

dicifn continua de sustrato ni eliminacidn de sustrato y -

qpx

0s = - g% = - Y‘“ -3 - mx- (15)
X//S p//s - -
Acumulacin = Crecinmiento Sintesis ~ mantenimien
de sustrato - TERE de produccidn o =
velocidad especifica, gs:
o_lds e 1 Tpx 11
Qg « dt Yk Y o x e
x/s n/s
q
9 T~ ;!—-E-—- Y P {16)
X/s p/s ‘

donde:

velocidad especifica

de formacidn de producto

qp =

En 8stas ecuaciones se ve realmente la interrelacidn -~
del crecimiento, mantenimiento y formacidn de producto en -
base al consumo del sustrato.



Formacidn de producto:

La relacidn cinética del producto con el crecimiento -
dependen del metabolisme celular, los mis comines son los -
que describen la sintesis de producto durante el crecimien-
to; la produccidn cuando ¢l crecimiento se ha detenido; y -
un tercer patrdn cindtico que relaciona la formacidn de pro
ducto con el crecimiento, es cuande después de que el creci
miento ha comenzado el producto aparece y el crecimiento -~
continfa.

ILa velocidad de formacidén para el producto relacionado
al crecimiento (metabolito primario), estd dado por la si--
guiente expresidn, velocidad volumétrica: Q :

P
dp uxX
ar _ | (17)
at Y /w
donde: :
Yp/w = grampo de producto por gramo de c@lula
Su velocidad especifica), qp:
1dép _ _x 1
dt Y
% d orx *
9 =3 s (18)
p/x

La velocidad de formacidn para el producto no relacio
nado directamente al crecimiento (metabolito secundario),
estd dado por la siguiente expresidn, velocidad volum@tri-

ca:
QP



e = e X (19)

9 =Y , m (20)

donde:

y
“p/s

= gramo de producto por gramo de sustrato.

Esta velocidad especifica es la Fforma més usual de ex-
presar y comparar los datos porgue el efecto de la concen--
tracidn celular se elimina.

La velocidad de formacidn de producto donde estd semi-—
asociado al crecimiento descrito por Luedeking and Piret ~-
{26), estd dado por la siguiente expresién, velocidad volu-
métrica, Q

g - 25 0B
at + Px (21

Su velocidad especifica. qp:

1 48p 1l dx
L e i —_——i e
x dt ¢ x dt B
{22)

Q
i
2
o+
w



dende
0 = Y
“ Yp/s/ X/ S
= Y'~'ﬁm
g p/s

Como se puede observar ésta ecuacidn tiene un té&meino
agociado al crecimiento y el otre no asociado al crecimien-—
te. -

Ir. 3 - Clasificacién de las Fermentaciones

Se han realizado varias clasificaciones cinfticas para
i fermentaciones {(Gale, 1847; Maxon, 1955; Deindorfer, --
' ; Stodele, 1958; wWallen, 1959), pero la clasificacidn ~
usada es el modelo esquendtico realizado por Gaden {(14),
cuva ventaja principal es lo tecnoldyico; ademis, coincide
zon la clasificacidn qc 1weral de los modelos de velocidad de
frrmentacidn va sugerido El las clasifica en tres grupos
dazignados como tipo I, , v I1I, los cufdles difieren en -
g modelos de velocidad y en su cambio de energia libre -
-al (27) (Figura 6).

Permentacidén Tipo I. TEl producto principal obtenido -
un producto catabdlico gque aparece como resultado del me
olismo energéltico. Frecuentemente el producto deseado -
sulta de la oxidacidn directa del carbohidrato principal.
Es un tipo de reaccidn de disimilacidn simple con libera---
cidn de energia, AF . 1l producto obtenide de é&sta forma -

std estrechamente relacionado al crecimiento y al consumo
de nutrientes. Este comportamiento estd regido por las —--
cuaciones (17 v 18) v su representacidn grafica en la fi--—
aqura 6.

Fermentacidn Tipo 1I. El producto principal es un in-
termediario, se obtliemne del ‘metabolisme energdtico pero de
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Figura 6. Clasificacifn de las fermentaciones, modelo esquemitico de
Gaden. A) Curvas concentracidn contra tiempo; B} Curvas velocidades
volumdtricas contra tiempo; C) Curvas velocidades espfcificas contra
tiempo. a) Crecimiento microbiano; b) Producto; ¢} Sustrato consumido.

Rdaptado de Gaden (14).



manera indirecta, el modelo de reacciég de disimilacidn es
complejo con liberacidn de energia, AF . Este compor tamien
to estd regido por las ecuadiones (21 vy 22) vy su representa
cién grifica en la figura 6. )

Fermentacidn Tipo III. El producto obtenido es comple-
jo y se da como resultado de la actividad biosintética de -
la c&lula, con una energia libre total AF , el preducto es
«laborado independientemente por la cé&lula llamandole meta-
bolito secundario. La formacidn del producto deseado alcan
za un maximo de produccidn cuando la actividad metabdlica ~
de crecimiento de la célula se ha detenido. Este comporta-—
miento estd regido por las ecuaciones (19 y 20) vy su repre-
sentacidn griafica en la figura 6. Cowo ejemplos de produc-
tos no relacionados al crecimiento se tiene a la wmayoria de
los antibidticos, algunas vitaminas v toxinas microbianas.

11.4 - Productividad

La productividad es expresada como gramos de producto
{célulag & algin metabolito) por litro por hora y es la me-~
dida total de un proceso fermentativo. Es necesarxio calou-
lar la productividad sobre el tiempo total del proceso, &s-
te tiempo incluye: tiempo requeride para desocupar el fer-
mentador de la corrida previa y su limpieza (t_); tiempo re
querido para preparacién y esterilizacién del medio nuavo -~
{t );: vy el tiempo gue dura la fermentacidn. Este ciclo fer
menRtative es representade en la Figura 7. La productividad
total estd representada por la pendiente de una linea vecta
que parte del origen al punto final de la fermentecidn. La
oroductividad miaxima es dada por una linea recta tangente a
la curva de crecimiento o producto partiendo del origen. El
tiempo total de la fermentaciédn puede ser calculada por la
sigquiente ecuacidn (43):
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Figura 7. Concentracidn de producto y/o masa celular con-
tra tiempo. Representacidn de la productividad en una fer
mentacién por lote (batch); Ly v ty tiempo muerto de la --
fermentacidn, a) productividad m&xima, b) productividad to
tal, ¢) tiempo lag, &) fin de la fermentacidn. -
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donde s

t = tiempo lag.

lag P ag

Xf = concentracién final de prnducto o celular.
Xo = . gongentracidn inicial celular o de preducto.

um = velocidad de crecimiento maximo.

Por consiguiente la productividad total estd dada por
la ecuacidn: '

- X
= In -+ £+t 4+t '
tm X L B lag

Con ésta ecuacidn, es posible determinary los efectos
de los cambios del proceso sobre la productividad total,
Pero para finas practicos se puede obtener la productivi--

dad tomando en cuenta s$olo el tiempo de fermentacidn, como
una velocidad volumétrica.



IIT. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los experimentos realizados hasta ahora dentroc del pro
yvecto marcan varios caminos aseguir, uno de ellos es tratar
de esclarecer, porque el microorganismo P. shermanii presen
ta diferentes velocidades de crecimiento. Esto, sugiere la
posibilidad de gue el microorganismo se esté alimentando de
diferentes fuentes de energia ecxistentss en el medio tales
como aziicares, acido lactico y citrico.

-
]

Come apoyo de 8sto encontramos gue en los experimentos
realizados (32), bajo condiciones anaerdbicas el creci--
iento se detiene cuando se¢ agotan los aziicares metaboliza-
, postericrmente al cambiar a aerckbiosis el crecimiento
s reanuda debide al consumo de otra fuente de carbono (po-
siblemente Acido citrico). Tales hechos sugieren qgue el mi
croorganismo consume los azficares v Acido lActico en condi-
cion=zs anaerdbicas y posiblemente los citratros bajo condi-
ciones aerdbicas.

(=]

En base a lo expuesto, el presente trabajo de tesis ~-
tratard de elucidar tales dudas siguiendo la cinética de --
crecimiento de P. shermanii en el medio de cultivo conte---
niendo el "Jugo Cocido de Limdn".




IV. OBJETIVO E HIPOTESIS

Objetivo

Determinar la cinética de crecimiento del microorganis
mo P. shermanii en el medio de JCL complementado con licor
de mafiz comc fuente de nitr8geno Iajo condiciones anaerdbi-
cas, aerdbicas v anaerBbicas-aerdbicas. Hacer una compara-
cidn con el comportamiento en un medio convencional de glu-
cosa (medio control) bajo las mismas condiciones con el fin
de contar con los elementos basicos necesarios que permitan
incramentar en un momento determinado la produccién de vita

mina B, ..
. 12

HlDOtG:‘S.LS

El comportamiento presentado hasta ahora en el JCL del
ﬂicroorganismo P. shermanii ATCC 13673 se debe a la utlllza
idén de aaucares, dcido lactico y &cido c¢itrico.



V. MATERIALES Y METODOS

v. El desarrollo de la Parte Dxperlmental de’ este Trabajo
se esqguematiza en la Figura 8. : -

v.1l Microorganismo, reactivacidny conservacién

El microorganismo utilizado fue Propionibacterium
snermanil  ATCC 13673 seleccionado en estudios anteriores

El microorganismo se reactivd en un medio de lactato-
levadura de Kreb's (21). Para su reactivacidn se utilizd
vna botella de dilucidén de 130 ml conteniendo medio de ~-
Kreb's liguido, incubkando a 29°C por 48 hr en condiciones

&2 anaerocbiosis, las cuales ze lograron manteniendo la bo-
tella totalmente llena.

[y

Se conservé en tubos roscados con doble tapdn, de hu-
v de rosca, conteniendo 10 ml del medioc lactato-levadu-
‘a de Kreb's. A éste medio se le complementd con 4 ml de
solucidn al 0.025% de rezasurina v 0.5 g de cisteina por -
litro de medio, y burbujeado con nitrdgeno gaseoso para --
proporcionar las condiciones de anaerobicsis. Bl procedi-
mianto ¢gue siguid fué el de inocular 1 wl de la suspensidn
bacteriana recientemente reactivada a los 10 ml del medio
antericr, se protegieron de la luz, se incubaron a 29°C -~
durante 48 hr y finalmente almacenaron a 4°C.

ot
0]

[ad
jo7]

V.2 Preparacidn de los medios de fermentacidn
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Los medios de fermentacidn utilizados Ffueron:

'MEDIO CONTROL

Glucosa 32.8 g/l+
Nitrdgeno (agua de coci- ' e

miento de maiz) 0 3.5.g/1
CoCl2 ‘ .. 5.0 ppm (6)
HZO destilada ‘hasta 1.01
pH ‘ 7.0

+ A menos que otra cosa se
especifique '
MEDIO BASE

Jugo Cocido de Limdn (JCL) 500 ml/1

Nitrdgeno (agua de coci- , ,
miento de maiz) 3.5g9/1

CoCl2 _ 5.0 ppm‘(6)
HZO destilada “'hasta 1.01
pH . T 7.0

El Jugo Cocido de Limdn almacenado a 4°C durante su --
uso, fué filtrado inicialmente para eliminar semillas y pul
pa utilizando papel filtro de fibra de vidrio Whatman y se
ajustd el pH con hidrdxido de sodio. Al agua de cocimiento
de maiz se le ajustd el pH con hidrdxido de amonio.
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La fuente de carbono y la fuente de nitrdgeno de los -
medios para los experimentos a nivel matraz fueron esterili
zados por separado (a menos que otra cosa se especifique) y
agregados as@pticamente. La esterilizacidn se llevd a cabo
a 20 libras de presién por 15 minutos, eliminidndose los s&-
lides formados por decantacidn. En el caso para los medios
utilizados en las transferencias e indculos éstos sdlidos -
fueron eliminados por filtracidn utilizando una membrana --
millipore de .45 micras en condiciones asépticas. El clo-
ruro de cobalto estéril se adiciond antes de inocular los -
medios.

V.3 Preparacidn del Indcule

El microorganismo se adaptd al medio correspondiente -~
de acuerdo a la Figura 8A, partiendo del microorganismo con
servado en medio de Kreb's-rezasurina-cisteina (Xrec). EI -
indculo para las fermentaciones se prepararon de acuerde a
la Figura 8A. Incubando a 29°C con agitacidén de 125 rpm en
una agitadora rotatoria de 1.5 cm de radio de giro y bajo -
condiciones de anaerobiosis. Para mantener las condiciones
de anaerobiosis se utilizaron 200 ml de cada uno de los me-
dios en matraces Erlen Mever de 250 ml,

V.4 Condiciones de Fermentacidn. . S s

Las fermentaciones* se llevaron a cabo bajo las si-
guientes condiciones: '

a) Ciento sesenta y ocho h bajo condiciones anaerdbicas

b) Ciento sesenta y ocho h bajo condiciones aerdbicas

¢) Sesenta y dos h bajo condiciones anaerdbicas y 96 h
bajo condiciones aerdbicas

d) Setenta y dos h bajo condiciones anaerdbicas y 96 h
bajo condiciones aerdbicas con adiciones de fuente --
de carbono correspondiente cada 24 h durante las prime
ras 72 h de la fermentacidn.
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Microorganismo
en Krc®

-

Medio fresco

i

Medio control
de glucosa
48 h de incubacidn

Medic control
de glucosa
2a transferencia
48 h de incubacifn

Medio base
96 'h de incubacidn

Medio base
2a - 4a trans
ferencia
96 h de incubacién

l

Conservacidn
en tubos roscados
v almacenados a 4°Q

A

Medio base
48 h de incubacidn
INOCULO

de Kro*
L]
»
INOCULO
Fermentacidn
- a ’ -

?Xer = medio de Kreb's cor resazurina y cistefna.

nivel matraz

Fermentacidn
a
nivel fermentador

Q—W

Figura B8A. Preparacién del indculo, en medio contral de glucosa y en -~
medio a base de jugo cocido de 1imdn. a) se afiadid 1 ml; b) Se indculo

al 5%; c) Se Zncculd al 103

d) A tubos roscades,

cada uno con 20 ml de

suspensidn bactariana: ©) Se inoculd a una densidad Sptica (D.0.) = )1 =~

{a tiempa cero).



Las fermentaciones a nivel matraz bajo condiciones ana
-rohicas se llevaron a cabo de la misma forma ya mencionada,
izntras que bajo condiciones aerdbicas en el matraz de --
250 ml se disminuyd el medio a 130 ml. La aygitecidn fue de
125 rpm en la agitadora ya descrita, la temperatura se man-
aunvo a 29°C y el pH fu@ determinado con un potencidmetro —-
sargent Welch modelo Ls ajustade con hidrdxido de amonio —-
roncentrado v 8cido clorhidrico al 20% para mantenerlc en -
i rango de pH de 6.5-7.5,

Rt

Las condiciones de fermentacidn empleadas a nivel fer-
nentador se resumen en la Tabla ITI. Para éstas fermenta-—-
‘iones se empled una unidad de fermentacidn (jarra de 5 li~
cros) modelo 19 New BErunswick Scientific Co., instrumentado
“igura 9. El1 pH se registr® y controld automiticamente, --
ntilizando soluciones de hidrdxido de sodio y &cido clorhi-
irico al 20% para mantener un pH de 7.

7

.5 Tratamiento de 1la Muestra Fermentada

Las células fueron separadas del caldo, centrifugando
las muestras en una centrifuga Sorvall/Dupont RCS5 a 10,000
spm por 20 minutos a ¢°C. Las determinaciones analiticas -
:e realizaron en el caldo centrifugado y la cuantificacidn

e la vitamina B12 en 2l paguete celular.

7.5 Determinacién de Crecimiento Microbiano#*#

El crecimiento microbiano fue determinado por densidad
tica (D.0.) a 540 nm en un fotocolorimetro Spectronic 20
usch & Lombo filtrando un volumen determinado de muestra
in un sistema millipore con membrana de 0.45 micras, lavan
o células con agua destilada y resuspendiéndolas en una -
filucién adecuada en agua destilada. La D.O. fué referida

Sy
e
-a

v~y

Tados los experimentos se realizaron por duplicado.
“*las detevminaciones del crecimiento microbiano se realiza

r>n por triplicado.
-]




TABLA ITIX

CONDICIONES DE FERMENTACION A NIVEL FERMENTADOR BAJO DIFERENTES
CONDICIONES DE AERACION

Ana—Aero

Condiciones de fermentacidn Anaerchiosis Aerobiosis i P
_ . ST : Normal Adicidn*

Volumen de fermentacién (1) 3.5 3.5 3.5 3.5 ’
Flujo de aire (mi/min) | 35 350 35-350  35-350 &
Agitacidn (rpm) 250 250 250 250 |
Temperatura (;C)f' | , 29 , 29.. 29 e 29

pH 7.0 7.0 7.0 7.0

*Se hicieron adiciones de l 5% de fuente de carbono cada 24 h durante -
las primeras 72 h de fermentacidén.
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a una curva estdndar (D.0O. contra peso seco), Figuras 10 y
11.

V.7 Métodos Analiticos

Todos los andlisis se realizaron por duplicado, excep
to la determinacidn de la vitamina Bl , dcido citrico, lac
tico y succinico que se hicieron por %etraplicado.

-azlicares reductores totales, mé&todo de Ting (41),

Figura 12.
-Nitrégeno total v no dializable, método de Kieldalh --
(28). Las didlisis de las muestras se llevaron a cabo

en agua destilada por 24 h con cambic de agua a las -
12 h usando un tubo de didlisis Thomas de 1/4 de pulga
da. E1 nitrdgeno dializable se calculd por diferencia.
-Vitamina B ., en cé&lulas, método de Fisher (12).

-Acido citrico, succinico y léctico, método de cromato-
grafia de gases.

La muestra libre de células, 0.3 ml, se colocd en un -
reactival de 5 ml, se acidificd con una gota de icido clor-
hidrico al 20% v se secd a 60°C a vacio, se deijd enfriar, -
se adiciond 0.5 ml de BFq—Metanol al 14% (Pierce Chemical,
Co.) vy se incubd a tempefatura ambiente toda la noche con
agitacidn, se agregd 0.87 ml de sulfato de amonio al 33% vy
un ml de clorofomno, se mezcld vy centrifugd a 5,700 rpm durante
10 minutos. Se invectd 1 microlitro de la fase clorofdrmi-
ca a un cromatdgrafo Varian modelo 3700 eguipado con un re-
gistrador Varian modelo 9176, la columna utilizada fue de 2
metros por 1,/8" empacada con 3% de OV-17 Cromosordh WHP20-100
de malla. Las temperaturas del detector de ionizacidn de -
flama y del invector fueron de 220°C v 195°C respectivamen-
te. El programa de temperatura fué de 100-185°C a 20°/ming
to, la temperatura f£inal se mantuvo por 3 minutos. Los ga-
ses acarrveadores fueron N_ 2 H_ 30 cm”/minuto y aire a 350
em3/minuto. Las medicionés fu&ron realizadas a una atenua-
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Los &cidos: citrico, succinico y lictico fueron iden~
tificados v cuantificados comparandc el tlempo de retencidn
y la altura del pico con las obtenidas por la curva estdn--
dar de los acidos puros (Figuras 13, 14, 15).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

V1.1 - Pruebas Especificas para P. shermanii ATCC 13673

En ésta seccidn se verificaron algunas pruebas especi-
ficas para P. shermanii. ATCC 13673.

Segin la bellografla (4) P. shermanii se encuentra -
clasificado de la siguiente Forma:

familia Propionionibacteriiceas.

aénero Propionibactexrium,

especie Propionibacterium freudenreichii
subespecie Propionibacteriuw shermanii

Las propionibacterias son bacterias gram positivas, ca
talasa positiva, no reducen nitrates (4,15}, no esporulan,
no son méoviles, son anaerabias facultotivas (4,15) . Gene--
ralmente pleomdrficas, pueden presentar formas diflercidal,
cocoide, elongadas, las células gencralmente se agrupan en
pares, en configuraciones "V" o "Y', en cadenas cortas y --
también se presentan solas (4,1%). Algunas de 8stas espe--
cias crecen mejor en condiciones totalments anaevdbicas, --
otras en zondicionas aerdbicas {(4,18) v en el caso de e
P. shermanii, es un microorganismo microaerofilico (43).

Las propionibacterias presentan colonias blancas, ro--
sas, amarillas, naranjas (4). Sus reguerimientos nutricio-
nales son complejos (19) y el crecimiento es irvegular {36},
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Las pruebas realizadas a P. shermanii ATCC 13673 fue--
ron: gram, catalasa (25), reduccidén de nitratos (8,25), --
forma de colonia, color, tamafic y consistencia. En las dos
primeras pruebas se crecid al microorganismo en un medio de
Kreb's liquidoc v para la tercera este mismo medio fue com--
pletado con 0.5% de nitrato de potasio. En todas las prue-
bas, se crecid al microorganismo tanto en condiciones ana--
crdbicas como aerdbicas en medio de Krxeb's liquido y sdlido
{(con 1.5% de bactocagar) respectivamente. Las condiciones -
anaerdbicas en placa, se obtuvieron en una jarra anaerdbica
con atm&sfera de CO.. En todas las condiciones, el micro--
organismo se incubd’a 29°C por 48 h partiendo de un cultive
aexdbico. Para los medios liguidos, se utilizd una agita--
cién de 125 rpm. Los resultados obtenidos se resumen en -
la Tabla IV.

TABLA IV

PROPIEDADES ESPECIFICAS PARA P. shermanii ATCC 13673
BAJO CONDICIONES ANAEROEICAS Y AEROBICAS

Condiciones de aeracidn

Caracteristica Anaerobiosis RAerobiosis
redonda redonda
Forma
corivexa convexa O
' . ]
- colonias colonias
Color o}
blancas blancas )
- o}
Tamano 2.5 mm 2.5 mm ;g
@
. . cremosa cremosa £
Consistenclia . .
lisa lisa o
m
Movilidad -~ : -
Catalasa + (¢]
- 0
. . e flie]
Reduccidn de nitratos + + 2-;
- o
Gram + + 53
. 5Y




La Tabla IV muestra que bajo condiciones anaerdbicas -
los resultados van de acuerdo con lo reportado por De Vries
v Bergey (10,4) excepto la reduccidn de nitratos. E1 creci
miento bajo condiciones aerdbicas en placa fué totalmente -
inesperadc (Tabla IV), puesto que la alta tensidn de oxige-
no inhibe el crecimiento aunque el microorganismo es capaz
de crecer en medios liquidos aereados (33). Si se conside-
ra que el inSculo provinc de un medio aereado, éstos resul-
tados indican una adaptacidn del microorganismo a la presen
cia de oxigeno.

VI.2 - Pruebas de Estabilidad vy Produccidn de Vitamina B
en P. shermanii Bajo condiciones prolongadas de
Reracidn.

12

Al obsexvar gue P. shermanll crecid bajo condiciones -
aerdbicas se planted determinar la estabilidad fisica y bio
quimica del microorganismo bajo condiciones prolongadas de
aereacidn incluyendo produccidn de vitamina Bl2'

Utilizando un indculo aerdbico del 5% se llevd a cabo
la fermentacidn por 21 dias bajo condicicnes aerdbicas a ni-
vel matraz. A los 3, 8, vy 21 dias se le realizaron las prue
bas fisicas y biloguimicas. Los resultados se resumen en las
Tablas V y VI. Al microscopio, las formas de los microorga-
nismos de las tres cepas son muy similares e incluyo a la --
forma presentada por la cepa original de P. shermanii (Figu-
ra 16).

Las condiciones prolongadas de aereacidn provocaron que
P. shermanii se manifestara presentando diferente pigmenta--
cidén (Tabla V) 'y gue la colonia blanca perdiera la capacidad
de reducir nitratos (Tabla VI). Una posible explicacidn del
comportamiento a &stas condiciones de aereacidn pudiera ser
la presentada por Pritcharxd (33), en donde la adaptacidn a -
altas presiones de oxigeno es debido a la seleccidn de geno-
tipos facultativos o aerotolerantes.




TABLA V

EXPRESION FENOTIPICA DE
P. shermanii BAJO CONDI
CIONES PROLONGaADAS DE -

AER ACION
Dias
 colonia - .3 8 21
B Blanca  + o+ 4

A Amarilla
R Roja.

Para determinar la capacidad productora de vitamina --
Blz se alslid cada microorganismo y se realizaron fermenta-—-
ciones en un medio con glucosa (control), y otro con jugo -
cocido de limdn a nivel matraz, bajo las condiciones anocta-
das en materiales y métodos. Durante las fermentaciones se
ajustd el pH para mantenerlo entre 6.5 y 7.5 y se determind
vitamina B al final de las mismas. Los resultados se re-
sumen en 1la Tabla VII.



TABLA VI

PRUEBAS FISICAS Y BIOQUIMICA DE LAS COLONIAS

ATSLADAS DE P. shermanii

. Colonias
Caracteristica B A R
redonda redonda redonda
Foxrma R -
convexa convexa convexa
Color blanca amarilla roja
Tamafic 2.5 cm 3.0 mm 1.5 mm
. . cremosa cremosa cremosa
Consistencia . . .
lisa lisa lisa
Movilidad ' - - -
Catalasa ‘ + + +
Reduccidén de nitratos - + +
Gram ‘ + + 3
TABLA VII

{‘1
DETERMINACION DE VITAMINA B AL FINAL DE LAS
FERMENTACIONES EN UN MEDIO é%N GLUCOSA Y EN
OTRO CON JUGO COCIDO DE LIMON

Vitamina B (ng/1)

Colonias 12
en glucosa ~en jugo cocido de
1limén
0.000 0.000
0.000 0.000

R 0.0060 0.000
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13673 BAJO CONDIGIDNES PROLDNGARAS Bf Aigp
GION, 8.3 dias; & 8 dias. 8 21 dias vy ¥ ceps ore-
ginal.
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Los resultados muestran falta de capacidad productora
de vitamina B., en las 3 cepas, posiblemente debido a las -
condiciones dé“aislamiento de é&stas. Por otro lado, al fi-
nal de las fermentaciones, las cglulas amarillas y las ro--
jas en ambos medios de cultivo revertieron a Ya cepa origi-
nal (blanca). M&s investigacidn a éste respecto deberda --
efectuarse para determinar cuales son las condiciones de —-
3xido~reduccidn del indculo Optimas en la sintesis de vita-
mina B;,. Debido a éstos resultados se decidid reactivar -
un liofilizado de P. shermanii ATCC 13673 de la forma como
se sefiala en materiales y métodos creciéndose el indculo de
acuerdo a lo reportado por Pérez M. (31) para evitar que el
microorganismo perdiera la capacidad productora de vitamina

'812.
Vi. 3 - Pruebas P:eliminares '

En éste bloque de experimentos, las fermentaciones fue
ron lilevadas a cabo a nivel matraz bajo las condiciones ana
erbbicas-aerdbicas ya establecidas en materiales y métodos.
Durante éstas se fu@ ajustando el pH para mantenerlo entre
un rango de 6.5 - 7.5 determindndose aziicares reductores y
nitrdgeno total al principio y al final de la fermentacidn
as1l como de vitamina By, al final de la misma.

a) Se realizaron fermentaciones utilizando por separa
do y con las mismas cantidades los constituyentes del medio
base: agua de cocimiento de maiz (70 ml/1) con 5 ppm de --
cloruro de cobalto (6), v jugo cocido de limdn (500 ml/l) -
con 5 ppm de cloruroc de cobalto (6), para determinar cuanto
contribuian cada una de &stas fuentes complejas al creci--
miento y a la produceidn de vitamina By,. Ios resultados -~
encontrados se resumen en la Tabla VIII.

b) Se llevaron a cabo fermentaciones en un medio con-
trol de glucosa (100 g/1, 70 ml/1 de agua de cocimiento de
maiz y 5 ppm de cloruro de cobalto), y un medio con jugo -
cocido de 1imdn esterilizando los constituyentes de los me-



TABLA VIIX

DETERMINACION DE GLUCOSA, NITROGENO Y VITAMINA B;, EN LAS FERMENTACIONES
UTILIZANDO AGUA DE COCIMIENTO DE MAIZ-CLORURO DE COBALTO (ACM) Y JUGO COCI
0O DE LIMON~CLORURO DE COBALTO (JCL).

L. ' Aziicares red. Nitrfgeno tot. Vltamlna B
Crecimiento 12
(g/1) (g/1) (rmeg/1)
inicial ‘final inicial final final
ACM +4 6.65 6.65 5.05 4,52 1052.60
JCL o+ 9.67 8.36 0.59 0.58 0.00%*

* Debido a la baja concentracidn celular no fué posible determinar vita-
mina By, por el nétodo empleado.

09
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dios por separadoc y agregados asépticamente, con el fin de
verificar si el microorganismo crece y produce vitamina Bjyj
en un medic a base de jugo cocido de limén (32). Los re--
suitados se presentan en la Tabla IX.

<) TLas fermentaciones fueron llevadas a cabo en medio
control de glucosa (100 /1 de glucosa, 70 ml/1 de agua de
cocimiento de maiz y 5 ppm de cloruro de cobalto), esterili
zando juntos los constituventes del medio con el objeto de
determinar come afecta 8ste tratamiento térmico al creci---
miento vy a la produccidn de vitamina By,. La Tabla X mues-
tra los resultados encontrados.

En la Takla VIII se puede observar que en el experimen
to con ACM hubeo crecimiento y consumo de nitrdgeno total --
3in utilizacion de azficares reductores, hecho gue indica la
presencia de otra fuente carbonada facilmente asimilable -~
por 21 microorganismo, con una produccidn de vitamina By,

e 1052.60 mcg/1l. En el experimentc con JCL hubo roco cre-
simiento el cudl estd de acuerdo con el consumo de azlicares
reductores v nltroqeno total. En ambos casos los azicares

reductores residuales deben ser no facilmente metaboliza---
bles por el microorganismo o bi&n se tratan de otras sustan
ims gue responden a la técnica de analisis empleada.

>

3

l

~

En la Tabla IX, se observd mayor crecimiento en el me-
dio con glucosa en comparacidén al medio con JCL, comporta-—-
miento 18gico pues tuveo mayor cantidad de azlcar. Los re--
sultados tambi@n muestran que en el medio con JCL el micro-
organismo crecid y produjo vitamina By, aungue no al mismo
nivel de lo repoxrtado (32).

Al igual gue en el caso anteriorse encontrd un mayor cre
cimiento y produccidn de vitamina Byj en el medio con gluco
sa (Tabla X). Para el caso de medio con JCL hubo un mejor
crecimiento y mayor produccién de vitamina By, cuando se --
esterilizaron juntos los constituyentes de los medios.



TABLA IX

DETERMINACION DE GLUCOSA, NITROGENO Y VITAMINA B;, EN LAS FERMENTACIONES
DONDE LOS CONSTITUYENTES DE LOS MEDIOS SE ESTERILIZARON POR SEPARADO. ME-
DIO CON GLUCOSA (EXSG) MEDIO CON JUGO COCIDO DE LIMON (EXSL).

Azlcares red.

NitrSgeno tot.

Crecimiento Vitamina By,
(g/1) (g/1) (mcg/1)
inicial final inicial final final
EXSG bt ) 87.70 33.70° 5.05 4.50 76316.00
EXSL =+ 18,50 11.12 5.55 5.00 1052.60

[42]



TABLA X

DETERMINACION DE GLUCOSA, NITROGENO Y VITAMINA B,, EN LAS FERMENTACIONES
DONDE LOS CONSTITUYENTES DE LOS MEDIOS SE ESTERILIZARON JUNTOS. MEDIC CON
GLUCOSA (EJG), MEDIO CON JUGO COCIDO DE LIMON (EJL) .,

Crecimiento Azlcares red. Nitrdgeno tot. _Vitamina Byo
(g/1) (g/1) (mcg/1)
inicial final inicial final final
EJG i e a2 87.70 29.20 5.00 4.44 6316.00
95 - 2105.30

EJL bk 18.00 12.90 5.50 4.

£9
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For lo tanto, es conveniente en base a &stos resultados
esterilizar juntos los constituyentes de los medios para sim
plificar las operaciones del proceso v a la vez disminuir --
los riesgos de contaminacidn.

VI.4 Experimentos a Nivel Fermentador -

vi.4.1 - Experimentos-utiliZandolglucosa como: fuente-de
carbono. . : )

El objetivo de &stos experimentos fué el de conocer el
comportamiento cinético de P. shermanii ATCC 13673 en un me
dio control de glucosa (sustrato comercialmente empleado pa
ra la produccidn de vitamina Bjj), bajo diferentes condicio
nes de acereacidn a fin de disponer de los elementos kasicos
necesarics gque permitan comparar el comportamiento cinético
del mismo microorganismo en un medio a base de jugo codido
de limén vy bajo las mismas condiciones de fermentacidn.

Para que los experimentos de ambos medios de fermenta-
cidn sean realmente comparables se considerd que el medio
control de glucosa deberia contener el miswmo niimero de moles
que la fuente de carbono del medio a base de jugo cocido de
1limdn, es decir, 0.18295 moles (0.0537 moles de azlcares,

slucosa, + 0.12925 moles
valen a 3.28% de glucosa.
medio fue: 32.8 g de glucosa,
corimiento de maiz) v 5 mg de
an litro con agua destilada.

fuente Jde carbone vy la fuente

El indculo fué preparado
en el mismo medio de la forma
40s, (seccidn V,3) con el fin
Zdad productora de vitamina B

de &c
Por

ido eftrico) los cuales equi-~
lo t la composicidn del
3.15 g de nitrdgeno {(agua de
CoCl, ajustando el volumen a
Se esterilizaron juntos la --
de nitrégeno.

anto,

creciendo al microorganismo
indicada en materiales y méto
de que no perdiera la capaci-

127



Las fermentaciones fueron llevadas a cabo por 168 h --
bajo las condiciones anotadas en la Tabla III (ver materia-—
les y métodos).

VI.4.la. - Fermentacidn bajo condiciones anaerdbicas. Los
resultados se resumen en la Tabla XI.

Cuando la fermentacidn se lleva a cabo bajo condicio--
nes anaerdbicas (Figura 17) el crecimiente exponencial se -
presenta dentro de las primeras 48 h de iniciada la fermen-
tacidn, con una produccién celular de 6.4 g/1 v un consumo
de glucosa, dcido lactico y nitrdgeno total de 25.28, 19.8
v 0.95 g/l respectivamente. En éste lapso, la velocidad —-
especifica de crecimiento (p) es 0.063 nht (Figura 18) v la
sintesis de vitamina es maxima, 2186 mcy/l, postericrmente
a medida gue disminuye la velocidad especifica de crecimien
to disminuye la sintesis de vitamina, de tal forma gue cuan
do u = 0 la sintesis se detiene, lo que indica que en condi
ciones anaerdébicas la produccidn de vitamina Byy estd en ~-
funcidn directa de la velocidad especifica de crecimiento.

Analizando &stos resultades en funcidén a sus velocida=~
des especificas (Tabla A vy Anexo 1), se encontrd dque efecti
vamente las velocidades especificas de produccidn y de son—
sumo de sustratos (g v q ) estin estrechamente relaciona~-
dos a la del crecimiento {u). Por considquiente la fermenta
cidn es de tipo I, segln la clasificacidn de Gaden (14) o -
sea, la fermentacidn presenta una cinética de produccidén -——
asoctada al crecimiento (Figura 19).

VI.4.lb. - Fermentacién bajo condiciones aerdbicas. Los re
sultados se resumen en la Tabla XIT.

En la Figura 20 se muestran los resultados obtenidos -
en é&sta fermentacidn, de manera similar a la anterior el --
crecimiento logaritmico se presenta dentro de las primeras



TABLA XY

RESULTADOS OBTENIDCS EN Lh FERMENTACION ANAEROBICA DE UN MEDIO CONTROL DE GLUCCSA
CON Propionibacterium shermanii ATCC 13673

Muestra Tiempo Peso seco Nitrbégeno Hitrdqene Nitrdgeno Azlcar Ac.’ lsético Vitamina
(h) T {g/1) residual dializable no residual” . residual By o :
: (g/1} {y/1) dializable {g/1) (g/1) en células.
(g/1) (mcaq/1)
1 0:0  o0.42 - 5.30 a.84 ‘ 0.46 42.48  11.63 0.0
2 24:50 7 T2.20 4.99 4.25 0.74 33.38 . s5.88 0.0
3 46.15 6.40 4.35 3.86 0.49 17,20 0.0 2186.0
4 67:30 7.06 4,27 3.718 0.48 : 12,91 - 0.0 . 26860, o'
5 88.45 - 7.5% . 4.01 3.38 0.63 12,59 . 0 0.0 <‘:2099 0
6 114.20 7.50 4.06 3.38 0.68 12.03 0.0 ‘.2633;0
7 136:30 7.58 . 4,03 3.31 0.73 13.63 0.0
8 160:30 7.30 a.05 3.31 0.74 12.06 © 0.0
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TARLA XIX

RESULTADOS OBTENIDOS EN LA FERMENTACION AEROBICA DE UN MEDIO COM‘ROL DE GLUCOSA
: CON Propionibacterium shermanii ATCC 13673

amstr Tiempo. . Peso seco Nitrégeno  Nitrdgeno  Nitrégeno Azcar 'Ac.'”;l;“{:t,'i'éo: " Vitamina
raestra th) e/ residual dializable no residual . .regidual” . By
(g/1}) {g/1) dializable {g/1) ' "(i;V/IV), _en ‘c,élulas
(a/1) LTI *(meg/1)
1 0:00 - 0.59 5.20 4.65 0.55 -
2 24:0 3.427 7 4.60 "~ 4.05 0.55 e
3 48:0 9,13 a.2s 3.67 0.58 - 1042.6
4 72.0 9.28 .08 - 3.30 -~ 0.68. 4169.4
5 97:0 8.56 . 4.03 - 3.40  0.85 - 4358.9
6 11910 8,20 409 340 0 066 4311.5
7 14410 7.97 . 4.09 3.0 S om 2653.3

oL
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48 h de fermentacidn, sin embargo, la produccidn celular es
43% méds alta (9.13 g/1) con solo 8% mas de glucosa consumi
da (27.20 g/1); el consumo de &cideo l&ctico y nitrégeno to
tal, asi como, la velocidad especifica de crecimiento son
similares a la fermentacidn anaerdébica, mientras que la —-
produccidn de vitamina en éste lapso es 47% mas baja (1042
meg/l) . En las siguientes 24 h la masa celular aumenta li-
geramente (0.14 g/1) aumentando la produccidn de vitamina -
By, a 4170 mcg/1, &sto indica que en &ste intervalo de tiem
poe una baja velocidad especifica de crecimiento promueve no
tablemente la sintesis de Byp. Por otro lado, la lisis celu
lar vy una prolongada aereacidn disminuyen el contenido de -
vitamina.

Al analizar &stos resultados en funcidn de sus veloci-
dades especificas, (Tabla A, Anexo 1) se encuentra que en -
las primeras 36 h de la fermentacidn las velocidades especi
ficas de crecimiento (u) y produccidn de By (g ), van rela
cionadas, relacidn no mantenida durante las sigiiientes ho--
ras de la fermentacidn, pués a partir de ese tiempo ¥ conti
nda disminjyendo y ¢_ presenta un aumento cuyo mdximo se en
cuentra a las 60 h (figura 21B), mientras tanto g de gluco
sa a ese mismo tiempo {36 h) presenta un maximo as consumo,
disminuyendo posteriormente hasta las 60 h a partir del cual
permanece constante q_ = 0) (Figura 21A). De &sta forma, -
en las primeras 36 h ia fermentacidn presenta una cinética
de produccidén asociada al crecimiento, mientras que en las
subsecuentes 24 h la cinética de produccidn es no asociada
al crecimiento, por lo que presenta .una combinacidn de las
fermentaciones de tipo I y III segin clasificacidn de Gaden
(14) , (Figura 21).

VI.4.lc. - Fermentacién bajo condiciones anaerdbicas-aerdbi
cas. Los resultados se resumen en la Tabla XIIIL.

Cuando la fermentacidn se realiza en dos etapas, como
se muestra en la Figura 22, se observa que para la fase ana
erébica el comportamiento de todos los pardmetros es muy si
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TABLA XIII

RESULTADQS OBTENIDOS EN LA FERMENTACION ANAEROBICA-AEROBICA DE UN MEDIO
CONTROL DE GLUCOSA CON Propionibacterium shermanii ATCC 13673

Tiempe Peso seco Nitrdgeno Nitrdgeno Hitrbgeno Azlicar Ac. lEctico Vitamina

Huastza (h) (g/1) residual dlalizable no residual residual By,
{g/1) (y/1) dializable (g/1) {g/1) ) en células
(g/1) {mcg/1)
1 0:0 .39 5.30 4.84 0.46 42.48 11.63 -
2 13:0 1.37 5.19 - 4.67 - 37.85 == - '
3 24:0 2.82 4.87 4.44 0.44 34.19  s.88 - 2
4 47:30 7.45 _'5.21 3.80 0.43 15.62 - ~0.00 0 1989.9 '
5 71:30  7.38 4.17 32 o5 1268 0.00 2676.8
6 95:30 7.64 4.04 3.54 o vr 711.7}: 8.0 2676.8
7 119:30 767 ar 347 o058 1.7 . 0.00 3469.3
8 142:43 7.53 3.6 a1 0.48 11.17 0.00 4153.0
9 167:15 7.24 3.40 3,54 0.39 11,51 0.00 3932.0
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Tigura 22. Curva concentracidn contra tiempc en la fermentacidn
anaerdhica-aerdbica de un medio contrel de glucosa con Propioni-
pacterium shermanii ATCC 13673,




-
7

milar al mostrado en la Figura 17. Al hacer el cambio a la
etapa aerdbica (en fase de crecimiento estacionario) los ~-
consumos de glucosa (1.51 g/l) v nitrdgeno total (0.21 g/1)
son bajos y la produccidn de vitamina By, aumenta de 2676

a 4153 mcg/1 por efectc de la asreacidn (5,13 v 31).

Trabajando los datos en velocidades especificas (Tabla
A, Anexo 1) éstos muestran en la stapa anaerdiica un comporta
miento parecido al de la Figura 19, mientras que en la etapa
aerdbica todas las velocidades especificas de los pardme--
tros permanecen constantes, a excepcidn de la velocidad es
pecifica de produccidn de vitamina Byo (qp), cuyo maximo -
Ic tiene a las 108 & de la fermentacion, hecho cue se debe
a la formacidn del 5.6~dimetilkencimidazol en la etapa ae-
répica y a la unidn de éste con el Factor "B" generado en
la =tapa anaerdbica (13,37), provocando de ésta manera que
se Forme mas vitamina 812. POr 10 tante, la fermentacidn
tiene una cinética de produccidn asociada al crecimiento --
durantée la primera etapa, v no asociada al crecimiento du--
rante la segunda etapa, mostrande una combinacidn de la Fer
mentacidn de tipo I y III segin clasificacidn de Gaden (14),
(Figura 23).

V1.3.1d - Fermentacidn bajo condiciones anasrdbicas-aerdbi-
cas con adiciones periddicas de glucosa.  Los re-
sultados se resumen en la Tabla XIV.

#

En esta fermentacidn (Figura 24), la fase logaritmica
se prolonga hasta las primeras 24 h de aereacidn (120 h de
fermentacidn), con una produccidn celular de 17.2 g/1 ini--
cidndose inmediatamente la fase de muerte celular posible-—-—
mente por la acumulacién de metakolitos .téxicos. EL1 consu-
mo maximo de ¢glucosa es de 77 g/1. Parece ser gue durante
las primeras 48 h de fermentacidn la presencia de acido --
ldctico regula negativamente la welocidad de consumo de --
glucosa vy la velocidad de sintesis de vitamina Byy, ya que
en las siguientes 48 h donde ya no hay presencia de Acido-
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TABLA XIV

RESULTADOS OBTENIDOS EN LA FERMENTACION ANAEROBICA-REROBICA/RDICIONES DE UN
MEDIQ CONTROL DE GLUCOSA CON Propionibacterium shermanii ATCC 13673

Nuestra Tiempo Peso seco Nitzdgeno Nitrdgeno NitrSgeno aAzicar  Ac.. 1_3§'c(:iéo E _,'Vitamina
' (h) {q/1) residual dializable no residual ‘residual By, -
{g/1) (g/1) dializable (g/1) {g/1) en céluﬁas
(g/1) {mcg/1)
1 0:0 0,45 4.24 4.75 : 0.49 40.38 11.63 0.00 '
B . ~
2 13:00 . 1.30 - 5.15 4.61 , - 39.37 - 0.00 @
' 32.09 ' ' : '
3 24:00 353 ..:4.80 4.39 ’ 0.44 45.18 5.88 . 120?.1
' g R , 32.87 : e
4 47:30  6.80 4.20 3.76 0.44 29 26 0.00 : 165827
. . 28.136 - -
5 71:30 11.58 3.58 3.15 0,43 48.89 0.00 307{9.781
5 95:30 L .0 25uB2 o299 T 2,83 T 0449 25,09 0.00 5536.0
7 119:30 17.20 2.91 2.45 "0.51 16.60 0.00 6411.99
8 142.53 16.19 2.82 2.31 0.48 13,15 0.00 6557.06
9 167.15 15.04 2.86 2.39 0.48 12,93 0.00 5803.97
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Figura 24. Curva concentracidn contra tiempo en la fermentacidn
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ldctico aumentan estas velocidades. Por otre lado, la baja
velocidad especifica de crecimiento {(u), (Figura 18) bajo -
condiciones aerébicas {96-120 h) ne originan un aumento an

la sintesis d= vitamina a diferencia de lo que sucede en —--
los experimentos antericres (Figura 22 v 23), lo gue hace -
suponer gue debido al excesivo crecimiento aunado al bajo -
nivel de aersacidn utilizade (0.1 vvm*), el cultivo prdcti-
camente se mantuvo en condiciones anacrdbicas puesto gue la
produccidn de By, en éste periodo de tiempo y el comporta--

-

miento del crecimiento asi lo demuestra:

De 1la
analizaron
cificas (q)
recta entre
consumo de crincipalmente con la glucosa, {(Figu-
ra 2537), sii o 1 relacidn ne la presenta con la -~
de la vitamina Bio N“vsto gue dentro de las primeras 36 h
sxmentacidn, la frica de produccidn de vitamina Byo
asoclada al crecimisnto, mientras gue a partir de éste
iempo en adelante se vresenta como ne asociada (Figura 25B)
blcho comportamiento cae dentro de los patrones cinfticos I
v TEI propuestos por Gaden (14), posiblemente debido a un -
efecto de adicidn de glucosa (Figura 25).

cue los experinentos anteriores, se

en funcidn a sus velocidades espe
-axo 1), mostrando una relacidn Ai-~
sndientes al crecimiento (1) v al --

A

En relacidn a los diferentes niveles de aereacidn en -
los experimentos antericores, cabe hacer notar que:

a) sin importar las condiciones de aereacidén, el microor-
* ganismc presenta durante las primeras 48 h de iniciada
la fermentacidn valores muy similares de velocidades -

especificas de crecimiento (1), (Pligura 18).

b} la cantidad de azdcar residual fué aproximadamente la
misma en todos los experimentos (28-30%) porque se tra
tan de azlcares v/o sustancias no metabolizables prove
nientes del agua de cocimiento de maiz (Ver Tabla VIII)

c¢) el nitrdgeno protfico (8.7-14% del nitrégeno total) --

Y vvm = volumen de aire por volumen de medio por minuto.
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permanece constante durante la fermentacidn.

el Zcido lactico presente en el medio es consumido to-
talmente en las primeras 48 h. Asi mismo,

1

c) el .microorganismo presenta un consumo simultlneo de --
las fuentes de carbono en contraste a lo reportado por
Lee (19).

VI.e¢.le — Rendimientos y productividades

Parz una mejor comparacidn entre las fermentaciones —-—
realizadas se calcularon los rendimientos (Tabla XV) y las
productividades (Tabla XVI).

En virtud a que en el medio de fermentacidn estuvieron
pxesentes dos fuentes de carbono, los cudles utilizd el mi-
croorganismo para duplicarse, se procedid a determinar los
rendimientos celulares para cada fuente de carbono emplean-
do la siguiente relavion:

o Ax
3 A M. +]|As 8
G As,/PM, !ASEI/PM]/

Y /mol (25)

donde: _
Y}_/molG = Rendimiento de crecimiento molar: gramo de
- peso seco producido por mol de glucosa con

sumida.
Ax = Masa celular producida.
Asl/PMl = Moles de glucosa consumida.
As,)/PM2 = Moleg de lactato consumido.
PMl =. Peso molecular de la glucosa
PM2 = Peso molecular del &cido lactico.
Sly2 Gramos de fuente de carbono consumido; Sl'

glucosa v s acido lactico.

2’



£l denominador 8 presente en la ecuacidn se empled con el ~
fin de tomar en cuenta la relacidn de rendimiento molar ~-
8:1) que tiene P. shermanii sobre glucosa y lactato (11 y -
19), para hacer equivalentes las moles de lactico a las mo-
les de glucosa. Dividiendo éste rendimilento entre 8, se ~-
obtiene el rendimiento molar para lactato (Y / 1,.). Si es
tos rendimientos molares se dividen entre el peso “molecular
correspondiente se obtendrd el peso seco celular por gramo
de sustrato (Y ), para cada uno de ellos. Por otro ladg,
en la via mctaboilca de las propionibacterias se producen -
4 ATP come consecuencia de la degradacién de la glucosa has
ta propionato v acetato como puede observarse (Figura 26),
donde 2 ATP son producidos durante la glicdlisis y 2 ATP du
rante el ciclo del &cido propidnico por mol de glucosa (11

v 16), v si se considera esa misma relacion de 8:1 se obten
drd que por cada mol de lactato el microorganismo generard
0.5 ml de ATP, valor que estd dentro del rango (0.33-0.66 -
moles de ATP por mol de lactato) reportado en la bibliogra--
fia (11 y 19). Utilizando &stas moles de ATP generado por -
mol de sustrato empleado, se calculan los rendimientos celu-
lares molares correspondientes (gramos de peso seco celular
por mol de ATP generado, Yx/ATP) para cada una de las fermen
taciones.

El andlisis de los rendimientos de produccidn (Tabla XV)
muestran gue la masa de c&lulas producidas por mol de sustra-
to consumido Yw/cl y2) para el mAximo crecimiento en la fer-
mentacidén anaerdpica’ (0.21 y 0.05; en la fermentacidén de dos
etapas (0.24 y 0.06) v en la fermentacidén de dos etapas con ~
adiciones de glucosa (0.22 y 0.06) seon muy semejantes, esto -
demuestra que tales experimentos se realizaron bajo condicio-
nes anaerdébicas, ya que para aerobiosis se obtuvo un valoy --
mas alto (0.39 y 0.10), de aqui se desprende que la fermenta-
cidén aerdbica es mds eficiente que la anaerdbica, estos resul
tados esta&n de acuerdo a lo reportado (18 y 33).

El calculo del peso seco producido por mol de ATP genera
do (¥ ATP) para las fermentaciones anaerdbicas y combinadas
cstan ‘dentro de un rango de 9.54 - 10.68, mientras que para -
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Figura 26. Generacidén de ATP por mol de glucosa en la via metabSlica de las  Propionibacterias.
En el cicleo glicolftico se producen 2 ATP y 2 ATP en el ciclo del Acido propidnice (3, 16 y 40),
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TABLA XV

RENDIMIENTOQ DE P. shermanii ATCC 13673 BAJO DIFERENTES CONDICIONES DE AEREACION
EN UN MEDIO CONTROL DE GLUCOSA

2eroblosis

Anaerobiosis-Aercbiosis

Rendimientos . - Unidades Anaerobiosis ¢
TR ’ Con adicién
e : de glucosa
— g.-cel./g. Gluc. 0.21 0.39 0.24 0.22
Yx/s ["-3 g}7¢gl./g. Lict. . 0.05 0.10 0.06 0.06
7 g. cel./mol Gluc. 38.16 - 69.59 42.71 39.31
Yx/mol .s " g. cel./mo, Lact. .77 8.70 5.34" 4.91
v oy ';'g‘ cel./mol ATP(Glu) 9.5¢ _ 17,1§  o 10i68 9783
HA g.- cel./mol ATP , 9.54 17,14, 10,68 9.83
: (Léc) RN o R
i g . . N . : . . B
Yx/N g. cel./qg PZ 6 31 8.98 6.5 6.78
Yo "‘Cgslz/g. cel. 379.12 546,52 $81.89.. . - -416.78
Y o e fmcqr -
p/s - "9p,/mol sust. 9066.12 14917.52 13724.40 11744.70
Y 9. Jg. N 2148 .44 3725.55 3090.55 2689,52
p/N 1279 M2 : . k .

58



aerobiosis es de 17.4 (Tabla XV). En funcidn del rendimien
to de células por wol de ATP (9.54} encontrado en los expej
rimentos en condiciones anaerdbicas, y considerando cque no
importando de donde se generen las moles de ATP debe de dar
un valoy constante de gramos de células producidas por mol
de ATP (Yppp). por lo tanto bajo condiciones aerdbicas se -
debieron de haber generado alrededor de 7 ATP por mol de ~-
sustrato consumido, indicando que de alguna forma Se abrid
parte del ciclo de Krebs bajo éstas condiciones de aerea—-
¢idn. Por consiguiente el alto valor obtenido (17.4) bajo
condiciones aerébicas se debe a gue se calculd en base a 4
moles de ATP y no a las gque realmente se produjeron.

El rendimiento de vitamina By, mog/gramo de célula --
(YD/V) para las condiciones anaerfbica y anaerdbica-aerdhi-~
ca’’ " con adiciones son muy similares, 379.12 y 416.78 res-
pectivamente, lo mismo sucede para aercobiosis vy anaercobio-
sis-aerobiosis cuyos valores son 546.52 y 581.89 respectiva
mente. Siendo md3s eficientes &stos Gltimos gue los anteri§

res.

En relacidn a la cantidad de vitamina By producida --
por mol de sustrato (Yy/g) la fermentacidn aerdbica es mas
eficiente (Tabla XV), lo cual no concuerda con lo reportado
en la literatura (13) donde la fermentacidn en dos etapas -
(anaerdbica-aerdbica) produce un mayor rendimiento de vita-
mina Bisg.

Analizando las productividades de cada fermentacién --
(Tabla XVI) se obtienen mejores resultados en cuanto a pro-
duccidn de vitamina By, (mcg de Bjp/1h) y de biomasa (peso
seco celular/1h) bajo condiciones aerdbicas. Aungue la Rro
ductividad presentada en la fermentacién anaerdbica-aerSbi-
ca con adiciones de glucosa es nmuy semejante a la aerdbica,
ésta Gltima es mejor puesto gque la cantidad de glucosa en -
el medio fue menor gue en la otra. Las velocidades volumé-
tricas (gramo de sustrato consumido/lh) fueron muy simila--
res para tedas las fermentaciones.



TABLA XVI

VELOCIDADES VOLUMETRICAS DE P. shermanii ATCC 13673 BAJO DIFERENTES
CONDICIONES DE AERACION EN UN MEDIO CONTROL DE GLUCOSA A LA MAXIMA

PRODUCCION Y CONSUMOC

Velocidades » Anaerob -~ Aexob
volum@tricas Anaerobiosis Aerobiosis . C s
. ; N ) Con adicidn
promedio ‘ e i
de glucosa
(]
P v 3
mchlz/lh 19.90 44.94 . 21.25 46.18 o
g. cei/ln 0.13 . - 0.8 . 0as 0.16
g. Gluc./1h 0.55 0.57 . 0.57 0.68
g. Léct./ih 0,25 < 9Taa T 0.25 ~ 0.25
g. Nit./1lh 0.02 0.02 0.02 0.02




Cabe senalar que las determinaciones de las productivi
dades se realizaron tomando en cuanta solo el proceso de --
fermentacidn, desde tiempo cerc al tiempo donde se obtuvo -
la mixima produccidn y el maximo consumo de sustrato, depen
diendo del parametro a medir.

VI.4.2 -~ Experimenteos utilizando juge cocido de limdn como
Tuente de carbono,

El objetivo de &stos experimentos fue el de conocer el
comportamiento cinético de P. shermanii ATCC 13673 en un me
dic a base de jugo roc1d0 de llmop como fuenbe de carbono -

-
et
rk‘
y

jre O\

amina B12 en futuros estudioes.

#1 medio de fermentacidn empleado fué el mencionado ya
en materiales vy métodos. Los constituyentes de dicho medio
fuercen esterilizados juntos.

%1 indculo fud preparado creciendo al microorganismo ~
e2n madio base de la forma ya indicada en la seccidn VI.3.

ras fermentaciones fueron llevadas a cabo por 168 h
bajo las condiciones sefaladas en la Tabla III (Materiales
v Métodos) . ' »

’1.4,2a - Fermentacidn bajo condiciones anaerdbicas. Los =-
raesultados se resumen en la Tabla XVII.

Cuando la fermentacidn se llevo bajo condiciones ana--
zrdbbicas (Figura 27), el crecimiento exponencial se presen-
ta dentro de las primeras 48 h de iniciada la fermentacién,
con una produccidn celular de 2.52 g/1 y un consumo de azi-



ThELA  XVIT

RESULTADOS OBTENIDOS EM LA FERMENTACION ANAERDBICA RE UN HEDIC I BASE DE JUCO COCIDC DE LIMON
CON Proplenibacterium shermanii ATCC 13672

Tiempo Poso sseo Hitrdgeno WNitrSgeno Nitr&gens AzGear  &heo. Ligtico Ac, Cftrico Ac. Succinico. . Vitamina 8

Hugatra {h} (g/1) residual dializable no vesidual  residual residual {a/1} en 12
tg/1) tg/h) dializabla  (g/1} {9/1) (g/1) célulae
{g/1) . {mcqg/1)
1 00.00 0,29 5.00 4.5p 0.42 17.14 11,52 23.68 0.0¢ : ‘ 0.0
2 24.00 1,19 5.27 4,82 0.45 14.17 8.33 23,12 Toa1 530.65 $
3 48,15 2.52 5.01 4.58 0.43 12.22 0.0 23,93 ,_;”1.33‘ foe 1se.s  F
L} 71.45 2.50 4.99 B 4056 0.43 11.84 0.6 ' 2215 .84 1516.2
5 98.00 2.60 4.96 “4.4% - 0.87 11,51 0.0 19.81 2.74 1402.¢
6 120.00 2.70 4.98° 4.5 0.45 11.40 0.0 .91 1.92 1402.4

7 .144.00 .60 4.76. 4.38 2.48 11.80 0.0 : 21,02 - 1.88 1677.2

B 169.00° 3.73 4.89 4.44 0.45 . 1079 . 6.0 18.48 ~1.80 1638.)




- 90 -

P )
~
. ANAEROBICA = .
© ey -
= g =
= ke
o : .
g g 2
o ==
<3 .
g o
= |2 | S
Y Sy , § éi_]!
et} éi 7 L_-5 y
E . 21 5
—— 8 —
8 3 s S
—_— — __4 P
=2 - 5k ﬁg
~8 “~ -——-—r—————}wwa\i " LA
U ' 410 5 =
P g )”:a»:y/ﬂ =7 =
S 1z 2] 2
o 1“8 B> S, SR +45 U'S_l 8“
. QL
P O
é " M "D N - =
an ov PV - S - " W Y § | < JO =

!,

ok %) 120 80
TIEMPO (h)

Figura 27. Curva concentracidn contra tiempo en la
fermentacidén anaerdbica de un medic a base de jugo
cocido de limén con Proplonibacterium shermanii ~-
ATCC 13673, -




sares, acido lactico, &dcido citrico y nitrdgeno total de --
4.92, 11.63, 1.42 v 0.1 g/l respectivamente. En éste lapsc
la velocidad especifica de crecimiento (p) es de 0.044 -l

(Figura 28) y la sintesis de vitamina Byjo es 1184.5 mog/1l. A
diferencia de la fermentacidn donde se utilizd glucosa como
fuente de carbono v bajo condiciones anaerdbicas (Figura --
13), el microorganismo continud creciendo (aungue lentamen-—
te) proporcionando 1.25 g/1 mds de biomasa (48-168 h) conun
consumo adicional de 1.43 de azidcar, 3.575 de &cido citrico
y 0.25 de nitrdgeno total, en g/l, y, una produccidn de vi-
tamina By, de 653.832 meg/l. En éste mismo intervalo de -~
tiempo el microorganismo presenfd 3 diferentes velocidades

especificas de crecimiento: 0.0008 h~ -1 (48-120 h), 0.125

h™t (120-144 h) vy 0.0013 h-l (144-166 h), (Figura 28).

Analizando éstos resultados en funcidén a sus velocida-
des especificas (q), (Tabla B del Anexo 1), se encuentra --
que los correspondientes a crecimiento (u) y a consumo de -
sustratos (gg) van disminuyendo conforme la fermentacidn -~
transcurre hasta llegar a cero con excepcidn de la qg del a-
cido citrico el cual se mantiene casi constante hasta el --
fin de la fermentacidén, pareciendo ser éste el sustrato gue
mantiene las actividades metabdlicas que se presentan des--
pués de que las otras dos fuentes de carbono han side yva —-
agotadas (Figura 29a). Las velocidades especificas de pro-
duccidn de &cido succinico y vitamina Bjp presentan una ci-
nética de produccidn no relacionada y relacionada al creci-
miento respectivamente (Figura 29B). En base a éste compor
tamiento la fermentacidn es de tipo I, para la produccidn -
de vitamina Byp v de tipo III para la produccidn de &cido -
succinico, segiin la clasificacidn establecida por Gaden -—-
(14).

VI.4.2b - Fermentacidn bajo condiciones aerdbicas. Los re-
sultados se muestran en la Tabla XVIII.

Cuando la fermentacidén se llevdé bajo condiciones aerd-
bicas (Figura 30), el crecimiento logaritmico se presenta -
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TABLA XVIIX

RESULTADOS OBTLNIDOS EN LA FERMENTACION AEROBICA DE UN HEDIO A BASE DE JUGO COCIDG DE LIMON

CON Propionidbacterium shermanli ATCC L367)

Husstra Tiempe Peso seco Mitrdgeno Nitrégeno NitrSgeno  AzlGear  &c, Lictico Ao, Cftrico Ae. Succifnlco  Viewamine 832
ih) {g/1) rexidual  dialisable noe recidual rsoidusl residual {g/%}) en
{g/1} {g/1) dixlizabla {g/1) {9/} {a/8} cflulas
{g/1} (mcq/ Ll
1 010 0.37 5.37 4.9 0.a3 17.41 X1.53% 23.69 0.60 0.0 ]
2 20130 L.03 5.19 4,71 0.47 13.88 7.87 21.62 0.82 1684.% )4
k] 40:40 2.70 5.23 4.89 Q.58 12.76 0.0 21.34 1.45 1895.2 !
L] 60150 2.83 5,14 4.70 0.48 12.42 0.0 ~'17.80 1.6% 1895.2
5 80150 2.95 5.12 4,84 0.d8 18,24 ©.0 15.39 1.82 2416.2
6 11705 3.56 5.09 4,66 e,42 1Z.00 Q.0 10.76 1.52 2558.4
¥ 18142% 3.87 5.0) 4.59 0.42 - 31V58 0.0 107.55 1.94 2274.2
-] 16342% 4.2% H8 4,62 .36 12,76 5.0 6.40 1.4} 2179.8
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dontro de las primeras 40 h de fermentacién con una pro--
duccidn de biomasa de 2.7 g/1 con un consumo de azlicar, aci
do lactico, acido citrico y nitrdgeno total de 4.65, 11.63,
4.14 y 0.1 ¢g/1 respectivamente. La biomasa obtenida es si
milar gue en anerobiosis a pesar de un consumo de 2.72 g/l
mas de adcido citrico el cual no se refleijd en masa celular
posiblemente debido a que se utilizd en la produccidn de -
algun{os) otro(s) metabolito(s) en la fermentacidn. Por -
otre lado, ésta condicidn de aeracidn no ocasiond gue se -
incrementara la produccidn de biomasa, como sucedid en la
fermentacidn donde se utilizd glucosa como fuente de carbo
no. Bl comportamiento de la velocidad especifica de creci

wiento (u) es similar a la gue presenta bajo condiciones -
anaerfbicas. En éste mismo lapso la produccidén de V1Lam1~
na Byp fue 37.5% mids alta gue la fermentacidén VII.4.2A, y
1.45 ¢/1L de &cido succinico. Al igual que la fclmcntaulon
bajo condiciones anacrdbicas, el microorganismo continud -~

acle lentamente, a una velocidad especifica de 0.0037

h"l proporcionande 1.55 q’l miés de biomasa con un consumo -
adicional de 12.14 g/l de Adcido citrico v 0.25 g/l de ni---
trdgeno total. A diferenciz de la fermentacidn anterior --
Gsta presentd un miximo en la produccidn de vitamina By --
{117 h) y una produccién de 2558.40 mcg/l.

Al analizar los resultados en funcidn de sus velocida-
25 especificas (q), (Takla B del Anexxo 1), los correspon--
dientes al crecimiento () y a los sustratos (qg) van dismi
nuyendo conforme avanza la fermentacidn llegando a ser cero
para acido lactico (40 h) y para gluccsa (60 h) mientras =--
aue para acido citrico va disminuyendo lentamente durante -
toda la fermentacidn (Figura 31A). Por otro lado, la velo-
cidad especifica de produccidn (qp) para vitamina By, (Figu
ra 31B) presenta hasta las 48 h una cinética asociada al --
crecimiento y no asoclada dentro de las 48-96 h presentando
una gg maxima a las 72 h de fermentacidn en el preciso mo--
mento que la ¥ es cercana a cero, indicando con ello que --
una baja velocidad especifica de crecimiento promueve la --
sintesis de vitamina B, siendo la fermentacidén de tipo I
y IIT seqgiin clasificacidn de Gaden (14). Por otro lado, la
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4., del Acido succinico es maxima a las 24 h presentando de -~
esta forma una cinética de produccidn no asociada al creci-—--
miento y segin la clasificacién de Gaden es una fermentacidn
de tipo IIXII.

VI.4.2c - Fermentacién bajo condiciones anaerSbicas-aerdbi-
cas. Los resultados se presentan en la Tabla XIX.

Cuando la fermentacidn se realizo bajo estas condicio-
nes (Figura 32), al igual gue en las dos fermentaciones an-
teriores, el microorganismo presentd su crecimiento logarit
mico en las primeras 48 h con una produccién de bilomasa de
2.30 g/1 con un consuno (en g/1) de azlcar 3.36, de &cido -
lactico 11.63, acido citrico 10.65 y nitrdgeno total de —-
0.45 g/1. Hasta éste tiempo de fermentacién el microorga-—-—
nismo presentd un comportamiento similar de velocidad espe-
cifica de crecimiento {u) a las encontradas a las dos fer--
mentaciones anteriores (Figura 28). Ho obstante de gue el
microorganismo consumid mds citrico que en la fermentacidn
anaerébica (experimento VII.4.2A) para el mismo lapso y con
diciones, éste no se refleja en crecimiento, lo ¢ue hace --
suponer que solo una pedgqueha parte se utiliza para material
celular y la mayor parte para la sintesis de productos meta
bdlicos. Aungue no se ha encontrado una explicacidn convin
cente a €ste comportamiento presentado sobre el consumo de
Acito citrico. A partir de las 48 h el microorganismo con-
tinué creciendo lentamente a una velocidad especifica de ~-
crecimiento constante de 0.0013 h“l, con un consumo adicio-
nal de acido citrico y nitrSgeno de 13.03 y 0.15 g/l respec
tivamente y un aumento de biomasa de 1.0 g/l. La produccién
maxima de vitamina Byp fue de 1326.60 mcy/l y de &cido succi
nico de 1.6 g/1.

Al analizar en base a sus velocidades especificas (q),
Tabla B del Anexo 1), la ¢y de glucosa va directamente rela-
cionada a la p de crecimiento, mientras que las de consumo -
de acido léctico y citrico van inversamente relacionadas has



TABLA  RI¥

HESULTADOS OBTENIDOS EN LA FERMENTACION ANAZROBICA-AZROIICA DE Ud MEDIOD A BASE bLE JUGO COCIDO OIS
LINON CON Proplonibacteriuvm shogmanit ATCC 13672

Tismpe Pezo seco Hitrdgons WitrSgean Hitrdgeno Azmfear  An. Licties Ao, Tlirlco Re, Buccinico

vitaming 51 2

Ruastre {h} {g/1} vogidual dializeble no raziduyl youiduel sasidual {g/1) en
(g/1) {g/1) dislizable  (g/1) {o/1) ty/1) cflulas
(/1) (neg/i)
3 ¢0100 ©.35 5.60 5.1 0.43 17,15 Ti1.63 23.58 0.0 9.0
2 25:00 1.5 5.60 5.09 0.51 15,08 6,33 20.35 0.65 558.7
3 48130 2.65 5.386 4.82 0.56 13.79 0.0 13.03 0.98 -
4 72:00 3.0z 5,45 4.8 n.5¢ 13.44 0.0 3.78 1.64 -
3 96100 1.54 5.14 4,56 0.58 12.56 0.0 0.06 1.13 947.6
& 100 2.82 5.16 A.65 0,55 12.56 .0 0.11 . 1.53 “YB'I?.G
7 1as0 3.02 s.21 4.63 0.58 12.90 0.0 0.06 7 180 1279.2
g 16810 3,30 0 5,37 4,80 0.57" 14.63 oo /0.!;5” 1.05 1326.6

66
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ta una g maxima, a las 36 h para la primera y 48 h para la
n@gunda,ba partir de las cuales decrecen hasta hacerse cero,
48 v 96 h respectivamente (Figura 33a). Con lo gque respec-—
ta a las velocidades especificas de produccidn, la vitamina
B2 presenta una cinética de produccidn relaciona al creci-
miento dentro de la primera etapa de la fermentacidn y una

no relacionada en la segunda etapa, teniendo de &sta forma

una combinacidn de la fermentacidn tipo I v III segin la -

clasificacidn de Gaden (Figura 33B). Mientras gue en las -
36 h de fermentacidn la g, del dcido succinico presenta -~
una cinética de produccidn asociada al crecimiento vy una no
asocliada cuya p maxima se encuentra a las 60 h, efecto po--
silklemente debido a una utilizacidn mayor de adcido citrico

va gque en la fermentacidn anaerdbica solo presentd la aso--—
riada al crecimiento, presentando en el caso del acido suc-—

rablecidas por Gaden (14), (Figura 33B).

vi.4.2d - Fermantacidn bajo condiciones de anaerobiosis-
aerobiosis en el medio base de jugo cocido de =--
1im&n mds 1.6% (p/v) de glucosa vy con adicidn ~-
de jugo cocido de limdn cada 24 h en las prime--
ras 72 h de fermentacidn. Los resultados se dan
en la Tabla XX.

Bl microorganismo bajo éstas condiciones presenta a las
primeras 24 h de iniciada la fermentacidn una velocidad es-
pecifica de crecimiento (u) de 0.1038 n-1 (Figura 28), con
una produccidn de masa celular de 3.5 g/1, consumiendo to--
talmente la glucosa adicionada (16 g/1), 0.38 g/1 de nitrd
geno, 3.79 g/l de dcido citrico y una acumulacién de acido
Léctico de 12.02 g/1 (Figura 34). Este conportamiento de
acunulacidn de acido lactico no presente en las otras 3 -~
fermentaciones anteriores seguramente se debe a que en és-
ta fermentacidn se agregd 1.6% de glucosa desde su inicioc
la cual al catabolizarse en la glicdlisis en estas 24 h de
anaevobiosis proporciond una cantidad adicional de &cido -
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TABLA XX

RESULTADOS CRTENIDOS EN W5 FERMENTACION ANAERUBITA-AEROBICR/ADICIONES DE UN MEDIO & BASE DB
JUGO COCIDD DE LIMON CON Proplonihacterium shermanii ATCC 13673

ruzstra

Tilenpo Peto seco HitrSgeno Hitrdgeno HitrSgenmo  Arlicar  he, Lictico Ac. Cftricoe Ao, Succfnico  Vitamina By,

{i) {g/1} roaidual dialleable no venidual rasidual residual {g/1) en
1g/1} {¢/1) dializebla  (g/1) (g/1) {g/1) célules
{g/1) {mcg/1)
1 0:00 0.30 4.84 4.4z 0.43 32,04 11.63 23.67 0.0 0.0
n, - 16.73 23.6% 19.88 0,51 '
2 24,0 3.50 4.46 4.00 0.38 . 1833 1908 20.0% 0,420 473.0
-
1 48,00 4.30 4.09 3.76 0,33 - 13.20 10.59 17.24 2.00 805.5 e
18.49 10.48 22.65 S 1,88 '
16.72 17,98 3.4
& 72:00 4,00 3.e5 .3.54 ' 0.31 2081 0.0 2208 3 14¢9.8
5 . 96:00 .20 73T A2 00300 19044 0.0 20,400 7 aLsg 663.8
3 125:00 3.34 3,73 003 0.32 1840 0.0 20.74 2,68 - 471.08
7 144,10 3.65 : 0.35 18,96 0.0 24.22 3,53 -—
& 16810 » 3.16 2230 o 3as -

0.35 . 1774 0.0
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lactico gue es un producto de dicha ruta metabdlica, consu-~
miéndola posteriormente durante la fermentacidn. 24 h des-
pués presenta un aumento de 0.8 g/l de biomasa con un consu
mo de azficar, acido ldctico, dcido citrico y nitrdgeno de —
5.56, 8.47, 2.81, y 0.37 g/1 respectivamente, ccn una velo-
cidad especifica de crecimiento de 0.0089 hl. »a partiyr de

las 48 h el microorganismo ya no crece aun cuando hay consu
mo de 4.18 g/1 de azlcares (hasta las 125 h), 10.48 g/l de

dcido ldctico (hasta las 72 h), 7.42 /1 de adcido citrico -
(hasta las 96 h) v 0.36 g/1 de nitrdgeno total. Y, una ma-
xima produccidn de vitamina By, (en las 72 h) de 1468.78 -~
neyg/Sl.  Esto indica gque las fuentes de' carbono v nitrdgeno

4

dcido succinico probablemente a partir del

dcido citrico y parte de los azlicares, v la vitamina Bip a

partir del &cide l&ctico y azlcares, entre las 24 y 72 h de
la Fermentacidn.

De la misma forma que las fermentaciones anteriores, al
analizar los resultados en base a sus velocidades especifi--
cas (q), (Tabla B del Anexo 1), los correspondientes a sus-
tratos {gg) y al crecimiento (y) van estrechamente relacio-
nades (Figura 35A), lo gque indica un consumo simultidnec ex-—
cepto la qg del Acido lactico. La q,, del acido succinico -
presenta una cinética de produccién semiasociada al creci--
miento, fermentacidn tipo II, y, la vitamina By, una cinéti
ca de produccidn asociada al crecimiento a las primeras --
24 h y no asociada en el resto de la fermentacidn, obtenien
do una gp méxima a las 60 h, dando en éste caso una combina
cién de las fermentaciones de tipo I ¥ IIT segin clasifice-
cién de Gaden (14), hecho que se presentd en la primera eta
pa de la fermentacidn a diferencia de la fermentacidén ana--
erébica-aerdbica, posiblemente por efecto de las adiciones
(Figura 35B).

En relacibn a los diferentes niveles de aeracidén en -—-
los anteriores experimentos con jugo cocido de limdn como -
fuente de carbono es importante serialar varios puntos:
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a) Independientemente de las condiciones de aeracidn el mi-
croorganismo presentd velocidades especificas de creci--
A Oy

miento (i) similares durante las pxlmera 48 h de fermen
tacidn (Figura 28).

») No se obtuvo wmas alla de 4.3 g/1 de biomasa.

¢) La cantidad promedio de azlicares no utilizados del medio
basal en todas las fermentaciones fué aproximadamente --
71.21%, pues como se demostrd anterioremente (Tabla VIIT)
sen azficares no facilmente metabolizables.

4) EL Ecido ldctico fud consumido totalmente en las prime--
ras 48 h de la fermentacidn con la excepcidn de la fer--
mentacidn con adiciones (experimento VII.4.2d).

) Se producen aproximadamente 1.75 «/1 de dcido succinico
an todas las fermentaciones, excepto en la fermentacidn
con adiciones (experimento VII.d.2d) donde se alcanzaron
4 g/L.

£} Bl nitrdgeno protéice (9% del nitrdgeno total) presente
en 21 medio no es consumido en ninguna de las fermenta-
ciones.

g) El nivel mdximo de vitamina By, (2558 mcg/l) se obtuvo -
en la fermentacidn bajo condiciones aerdbicas.

VI.4.2e - Rendimientos y Productividades

Al igual que en las fermentaciones donde se utilizd --
glucosa como fuente de carbono, se determinarvon rendimien-—-
tos (Tabla XXI1) y productividades (Tabla XXII) de cada una -
de las fermentaciones a base de jugo cocido de limén.

En virtud de gue en el medio de fermentacidn estuvieron
presentes 3 fuentes de carbono (azdcares, &cido ldctico y -



&cido citrico) las cuales fueron ceonsumidas por el microox
ganismo para crecer, producir vitamina Bys v sintetizar -~
productos metabdlicos, se procedid a determinar la cantidad
de biomasa producida por cada una de e¢llas, donde los célcg
los correspondientes se muestran en el Anexo III. Con fi--
b praclicos se considerd para los experimentos con jugo -
cocido de limdn el wismo rendimiento molar (aziicar) y los -
obtenidos en las fermentaciones con glucosa, 38.16 v £59.59
as/mol de glucosa ds las fermentaciones anaerdbicas y
Sbica respectivamente. Para detevyminar el rendimiento -
celular por mol de Acideo citrice consumido (YX/mo] } en -
cada unc de los experimentos, se considerd(ver aneﬁJL'II) -
que 17.28 /1 de dcido citrice Fueron utilizados para mate-
rial celular bajo condiciones asrdbicas v 4.2 - 5.0 g/l —-
para las demls condiciones,

Analizando los rendimientos de produccidn (Tabla XXI)
se encuentra que bajo las condiciones aerdbicas, la canti--
dad de <élulas producidas por gramo de citrico, }f/ﬁr-

0.0% es menor en comparacidén a la encontrada bajo condicio-
nes anaerdbica vy anaerdbicas-aerdbicas (0.3), por lo gue la
fermentacidn aerdbica en base al consumo de dcido '"tViro -
a5 nos eficiente. AsI wmismo, la cantidad de ATP produc

do (0.6 mol de ATP/mol de acide citrico) baic estas cond1~~
ciones y en base a éste sustrato es bajo.

&

El rendimiento de vitamina Bj, dado en mcggpy, Por gra-
e S celu]as\lmfx) Yy mcgry, por mel de sustrato %YD/S) ba-
jo condiciones aeroblcas es mavor, RK0OZ.01 y 11938.40 respec
tivamente.

La cantidad de &cido succinico producide por gramo de
células (Yg/y) fué mejor cuand la fermentacidn se llevd a
cabo bajo condiciones anaerdbicas-~aerdbicas/adiciones de -
juge cocido de 1imdén (1.21). Misntras que, la cantidad de
acido succinico producido por mol de suutzato consumido son
similares en todos los experimentos (9.23-10.99), excepto -
el rendimiento bajo condiciones anawrdoicas ~aerdbica (6.71).




RENDIMIENTO DE £.

TABLR  XNX

LIMON

shermanil ATCC 13673 BAJO DIFERENTES CONDICIONES DE AEREACION
EN UM MEDIO A BASE DE JUGO COCIEQ DE

Anaerob. ~ Aerob

Rendimientos Unidades Anaerobiosis Acrobiosis
md&s adicidn
de glucosa
g. cel./g Gluc,* 0.21 7,38 0,21 0.21
Yx/s G. cel./y Léct., Q.05 ©.10 0.05% 0,05
g. cel./g Cit. 0.30 0,05 0.30 0.30
g. cel./mol Gluc. 38.16 69.50 38.16 38.16
yx/mol g, cel./ucl Lict, 4,77 8.7 4.77 4.77
g. cel./mol Ccit. 62.92 10.03 62,92 €2.92
; 9. cel./mol ATP(G) 9.54 17.40 9.54 9.54
Yx/ATP g. cel,/mol ATP(I) 9.54 17.40 9.54 9.54
v g. cel./mol ;vr.r'w‘) 9,54 17.46 9.54 9.54
: : i 5
YX/N g. cel./g. Ng 9.48 12,13 5.51 3.74
Yp/x mcgalz/q. cel, 551.07 802.00 449.?9 397.00
D S rcy /mol Sugtas 9763.29 11938.40 4981 .92 4689.60
p/s By, ;
Yp/N mcgalz/g. N2 5252.37 6560.00 4279 .45 1483.62
YSuc/x g. Suc./g. cel, 0.83 0.71 0.61 1.21
by 3
ISuc/s 9. Suc./mol sust, 10.90 9.23 6.71 11.00

*Azlcares reductores referidos & glucosa.
srMol de sustrato total = mol.de glucosa + mol de lactico + mol

de cftrico.

601



Al analizar las velocidades volum&tricas (Tabla XXII),
ze encuentra que en general se obtienen valores de consumo
nroducc1on més altos en la fermentacidn anerdbica-aerdbi~

adiciones de jugo cocido de 1limdn debido a que, ademds -
las adiciones. el medic tuve un 1.6% de glucosa adicional
inicio de la Zermentacidn.

[ (“ i)
0

)" i

iy

Analizande los otros 3 experimentos se observa gue las
rzlocidades volundtricas de produccidn para biomasa, &cido
zuccinico y vitanina By, muestran valores similares excepto
La productividad de vitamina By, baje condiciones aerdbicas,

Zuvo valor es alto.

Las velocidades volumétricas de consumo de sustrato ~-
dcide i3ctico y dcido citrice) se encuentra que in
tements de las condiciones de aeracidn empleadas -~

similares excepto el correspondiente al --
rico Dajo condiciones anaerdbicas, cuyo valor es -




TABLA AXIX

VELOCIDADES VOLUMETRICAS DE P. ehcrmazll ATCC 17673 BAJO;
DIFERENTES CONDICIONES DE ARRACION _EN UN MEDIO A BASE DE e
JUGO CCCIDC DE LIMON . ; : =

Velocidades

volumétricas Anaerbbidsis. . Aerobiosis S
. : ‘ : . .mas-adicidn
promedio S
- 2 - de:glucosa-
meg, /1h 10.94 21.90 ‘ o 8.00 20.40
g. Suc./lh 0.0z 0.02 - 0.02 0.03
g. cel./lh . 0.02 . 0.02 .02 - 0.08
g. Azfc/lh 0.07 - 0.08 0.06 0.21
g. Lict/lh 0.24 7 0.30 0.24- 0.50
g. cit./1h ‘ 0.02 0.11 0.14 0.14

g. N,/1h 0.002 0.002 0.015 0.012

TTT
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nismo presenta velocidades especificas de crecimiento simi
lares durante las primeras 48 h de fermentacidn.

- Bajo condiciones anaerdbicaa, a mayor velocidad especifi-
ca de crecimiento mayor produccidn de vitamina B127

- Bajo condiciones aerdbicas, a bajas velocidades especifi-
cas de crecimiento, mayos preduccidn de vitamina Bl2'

- La relacidn carbono/nitrdgeno en &stos experimentos fué -
de 11-15, lo que indica reformulacidn del medio para evi-
tar exceso de nitrdgeno.

- Hubo consumc simultineo de las fuentes de carbono.

-~ Tradicionalmente la vitamina By, se produce por fermenta-
¢idn de dos etapas (anaerdbica-aerdbica), sin embargo los
resultados muestran que la fermentacidn acrdbica es mis -
eficiente bajo las condiciones experimentales aqui emplea

-~

o}

as.

o

~ Bl conportamiento cin@tico de produccidn de vitamina Byo
cn cada una de las condiciones de aeracidn fué:

Anaerdbica - Ascciada al crecimiento.

Aerdbica ~ Asociada y no asociada al crecimiento.

1

Anaer-Aer Asociada en la primera etapa de fermenta
cidn y no asociada al crecimiento duran-

te la segunda etapa.

Anaer/Rer/ad - Una combinacidn de asociada y no asocia
da al crecimiento.

- Las productividades de vitamina Bjs obtenidas bajo condi-
ciones anaerdbica y anaerdbica-aerdbica/adiciones, son --
similares y mayores que las encontradas en las otras dos
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condiciones.
En las fermentaciones a base de juge cicido de limén:

No importando las condiciones de aeracidn, Propionibacte-—
rium shermanii ATCC 13673 presenta velocidades especifi--
cas de crecimiento similares durante las primeras 48 h de
fermentacién, excepto, la fermentacidn donde se realiza~--
ron adiciones de jugo cocido de limdn.

La relacién carbono/nitrégeno fue alta {25-35) para todas
las fermentacicnes y 13.6 donde se realizaron adiciones de
jugo cocido de 1imdn, lo gue indica reformulacidn del me--~
dio para evitar exceso de nitrdgeno.

Se presento consumo simulti@neo de todas las Iuente% de car
bono para todas las fexmentaciones.

El rendimiento celular en funciédn del Zcido citrico es me-~
nor en la fermentacidn aerdbica en comparacidn a las demis
fermentaciones. '

Aparentemente en todas las fermentaciones, excepto la ana
erdbica, la mayor parte del dcido citrico consumido se va
a otros productos metabdlicos diferentes de masa celular y

vitamina B
12°

Hubo produccidn de acido succinico en todas las fermenta-
ciones.

La fermentacidn aerdbica fué més eficiente en cuanto pro-
duccién de vitamina Bjj.

El comportamiento cinético de produccidn de vitamina Bjgp
en cada una de las fermentaciones bajo diferentes condi--
ciones de aeracidn fué:

Anaerdbica - Asociada al crecimiento.

Aerdhica - Asociada y no ascociada al crecimiento.

Anaer-Aer -~ Asociada al crecimiento en la primera -

o



etapa v no asociada en la segunda etapa
de fermentacidn.

Anaer-Aer/ad - Una combinacidn de asociada vy no asocia
da al crecimiento,

*ara ambos medios de fermentacidn:

Bl ecimiento obtenide en los expoerimentos a bhase de ju-
go cocido de limdn es aproximadamente 50% menor gque el en
contrado en los experimentos control de glucosa bajo ras

mizmas condiciones, excevto en ¢l experimento con adicio-
nes de jugo cocido de limdn donde fué aproximadamente 75%
manor que el de control de glucosa con adiciones.

i

-
~

La utilizaci®n de las fuentes de carbono fusron simulti--

neas.

Las velocidades especificas de crecimiento eon las fermen-
taciones a base de Jugo cocido de limdn fueron menores --

gque las encontradas en 1os experimentos control de gluceo-

ha¥a e

Pregertaron el mismo comportamiento cindtice de produccidn

de vitamina B 5 (¢} en funcidn a la velocidad aspecifi--
¢ crecimiento Ty) para las mismas condiciones de fer-

manracidn empleada. ' ' '

DAFZIENG $2

a L

Las cantidades de vitamina 31q por mol de sustrato (Y /s)

nhtenidas en el medio a base de Jjugo cocido de limdn son

menores que las encountradas en el medio control de gluco-
sa bajo las mismas condiciones de acracidn, excepto en ~-
las fermentaciones llevadas a cabo bajo condiciones -

anagrobicas donde sus rendimientos son muy semejantes.

Las cantidades de wvitamina By, por gramo de cé&lulas (Yp/y
obtenida en el medio a bhase de jugo cocido de limdn bajo

condiciones anaerdbicas y aerdbica son mayores que las en
contradas en el medio control de glucosa, sucediendo lo -



VII. CONCLUSIONES

La capacidad de reducir nitratos por Pxopionibacterium -
shermanii ATCC 13673 depende de la expresidn genotipica.

La adaptacidn de P. shermanii ATCC 13673 a altas tensio--
nes de oxigeno (en placa) posiblemente se deba a la selec
idn de genctipos aerotolerantes, los cuales no producen
Vitamina Blz'
En las fermentaciones dirigidas a producir vitamina Bz -
ios antecedentes del indculo son importantes, por 1o gue

debe prepararse bajo condiciones anaerdbicas

arta cantidad de los azlcares y/o sustancias que reac--
ionan con el método de Ting, no son metabolizables por -
te microorganisme bajo las condiciones de trabajo emplez

20 Oy O (J
KU INIS
r!

U

Cuando los constituyventes del medio control de glucosa y
del medio base de jugo cocido de limdn se esterilizaron -
juntos, hubo mejor crecimiento gue cuando se esteriliza--
ron por separado.

Er el medio control de glucosa la produccidn de vitamina
By» es independiente de como se esterilicen sus constitu-
ventaes. A diferencia del medio a base de jugo cocido de
limén donde la produccién de vitamina By, se incrementa -
cuando sus constituyentes se esterilizan juntos.

En las fermentaciones control de glucosa:

Ne importando las condiciones de aeracién, ¢l microorga--
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contrarioc en las otras dos condiciones de fermentacidn.

as velocidades volumétricas de las fermentaciones a ba-
se¢ de jugo cocido‘de limén fueron menores en comparacidn
a las obtenidas en el medio control de glucosa.

/i

£n general la productividad de vitamina By, es aproxima-
damente 50% menor en el medio a base de jugo cocido de
1imdén bajo las mismas condiciones de aeracidn, excepco -
la fermentacidn anaerdbica-acrdbica que es 75% menox.
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VIII. RECOMENDACIONES

Estudiar el planteamiento de modelos matemdaticos gue pu--
dieran explicar de mejor manera la relacidn entre la velo
cidad especifica de crecimiento con la utilizacidn de sus
trato y formacidn de vitamina Blo'

La formacién aerdbica fué la mds eficiente para produccién
de vitamina Bl , por lo que se sugiere optimizar el nivel

-

de aeracién para incrementar su rendimiento.

Una vez optimizado la aeracidn, optimizar el medio de cul
tivo para estas condiciones.

Estudiar si la produccidn de &cido succinico en éstas fex
mentaciones puede ser canalizada e incrementar la sinte--

sis de vitaminaB1 mediante la adicidn de glicina y otros
factores, va que Son vrecursores de ésta.

nealizar estudios para la cobtencidn de mutantes hiperpro-
luctoras de vitamina B 12°

o7}

i l!!

Zstas fermentaciones también pudieran ser estudiadas para
a obtencidn de adcido succinico.
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IX. ANEXOS

ANEXO I

CALCULO DE VELOCIDADES ESPECIFICAS

La velocidad especifica (q) es la velocidad volumétri-
ca (Q) dividida por la concentracidn celular  (x) en un tiem
po definido (ecuaciones 16, 18, 20 y 22 seccidn IT1.2). La
velocidad volumdtrica (ecuaciones 15, 17, 19 v 21 seccidn
IT. 2), es una velocidad de cambio de concentracidn con el
tiempo, &sta puede ser determinada calculando la pendiente
zada 12 h en la curva concentracidén vs tiempo.

En base a estos conceptos se calcularon las velocida-
des especificas para crecimiento (u), consumo de sustratos
{gg) vy formacién de producto(s) (g,) de la forma como se -
muestra en el siguiente ejemplo: '

Ejemplo:

Fermentacidn anaerdbica de un medio control de glucosa,
especificamente para el consumo de Acido lactico:

1°. C&lculo de la velocidad volumétrxica para el consu-
mo de acido léactico. Qgi,:

Tomando en cuenta que se trata de un incremento —-
(velocidad instanténea) :



AS _ (9.106 - 1.909) g/l
sL At (40 - 10) h

. ='o.b -
QSL 24 g/lh

dnico valor de la pendiente de consumo de &cido lactico en: -
la fermentacidn anaerdbica.

2°. Calculo de la velocidad especifica para el consumo -

de acido lactico, Agpe & las 12 h de fermentacidn, -
cuando x = 1..35 g/1%

1 _ 0.24 g/in
951 7 % T 1035 g/1

- 0.178 g1/dcelh
g1, = .

De igual forma se calcularon cada 12 h las velocida-~
des especificas para cada uno de los parametros en. todas las
fermentaciones, logs resultados se muestran en. las Tablas A
Yy B.



VILGUIOADES SRPEQIFICAS iy/gcel B} DF L85 FENTHTACION
LT CLUSOSA COH Preplonlbacter

5 A DIFLRFNTES DORDICIONES DT RERACION DE UR MEDIO COWIROL
cun gharpandd ATTO 15873

AHAEXRDBIOSIZ AERTBIGHES
Yiaspe Crevinlontn Consumo da Consixo du Cenaurn da Wicaminag Caenimisnkn Consusy de  Consuwno de Conswes da  Vitamina
.1 {n gtucons ke, l8ztfee niirdyens #32 {u} slucoas Ac. ldctica attrSgend L3%)
produsida producida
)
i2:00 G063 C. 34 Q.18 0,014 Jn ge 0.050 0.081 0,126 0.012 10.8¢8
24,00 0.0%5 n.24 .02 g.008 22.73 H.044 0.038 0.07% 0,028 6.63
316509 0.032 G.194 0.33 0,008 1180 Q.038 0.15%% 0.03% 0.602 .6
46:00 9,007 0,043 0.00 0.0024 3.0 0,008 0.820 09.000 0.0014 4.12
£0:00 G.0ps Q.927 .00 6.0024 3.02 0.601% 3.007 ¢.,000 0.0014 14.30
P0G TI005 0, G085 0.0 0.0023 1.14 0.00) 0,607 0. 000 G.0093 3,12
#d; 0Q 3.600 0, 000 2.00 T.009 0.00. ~-0.000% 0.co7 0.000 0.000 3.2
96 :00 £.060 0.000 0.00 0,000 0.2 -0.0003 2,004 4.000 0.000 6.12
100:¢H G.eou 0,000 0.00 0.000 0.00 ~0.0003 6.000 0.200 G.000 ~0.78
32000 G.00Q 0.¢c00 0.00 0.00C V.00 -3,0018 9.050 3.000 G.000 -2.02
132:C0 ©.000 0.000 0.0% 0,000 0.00 - 0.a00 2.060 0.0200 ~5.%6
14¥:00 ©, 000 0.000 G.00 0.C00 .06 - 0.Q090 6,000 0.000 we
RMAEROBIOSIS~2ERORTIONYS ANAEKORICGS IS - AEROBIOI IG/ADIC IONES
13100 0.068 0.217 G.17 0.314 23,20 C.039 0.2 0. 18% 0.617 33.33
24100 C.050 .16 0.09 0,082 35,74 0.052 9,530 0.0 0.010 11.54
3600 G .048 c,1% Q.03 0,008 /.51 0.040 g'f;i 2.0%2 0,20%23 7.4%
L6100 6.00% 0.0 0.000 U.0014 4,83 0,027 09.078 9,000 7.001% .74
. 0.121
€000 0.000 0.01% 2.0C0 £,0002 .38 ¢.020 0.082 9.000 2,0026 12.%0
7400 Q.0CY 0.012 2.000 0.,0004¢ i.8% 0.017 0.074 0.000 0.002% 16.66
. 0,080
$4:00 a,s600 0. 006 0.000 0.0004 G.00 0.014 0.¢T €. 000 0.0037 13.24
9600 u.o0Q 0.003 0.600 9,000& 1.47 0.008 0,032 0.000 ©.0018 .82
1¢6:060 ¢.000 0. 000 ©0.a00 T.G000 $.92 0.004 9,023 0.200 0.0060 X.13
1IGGD a.ocn 2.008 $.0C0 D,.6008 3.56 .06 4,005 0.400 0.000 1.63
L32:00 0.0G0 Q.00 0.000 $.0000 2.0 Q.000 0.Co% o.000 0.000 0.335
§€4.:00 4,000 ¢.000 0,000 £,0000 0.6 ¢.000 U.305 0.000 9.000 ~0.69

[ 41




XY TATAY 1%

VELCCIDADES ESPECIFICAS (g/gcel hi DE LAS FERHENTACLONES 4 DIPERENTES CONDICIONES DE AERACIOR
DE UN MEDIO A BASE DE JUSO CCCIDC DIE LIMOW CON Propionibacteriwnm shermanii ATCC 13673

AMNAXROGIOSIS

Tiempo Crecimiento Consumo de  Consumo de Consume de Consumo de  Acido succinico  Vitamina
(h.,) (1) aziicar Ac. ldctico Ac. citrico nitrégeno producido By2
producido
12:00 0.047 0,123 0.169 0.043 0.0024 . 0.011 29.02
24:00 0.035 0.082 0.189 0.029 0.0016 0.019 19.35
36:00 0.030 0.0s2 0.188 0.018 0.0010 0,031 19.35
48:00 0,008 0.023 . 0,000 0.014 0.0008 0.012 7.19
60:00 0.000 0.010 0.000 0.014 © 00,0008 0.006 5.60
72:00 0.000 0.004% 0,000 0.014 0.0008 0.0034 2.45
84:00 0.001 0.000 0.000 0.014 0,0008 0,000 0.00
96:00 0.001 0.000 0.000 0.013 0.0008 0.000 0.00
108:00 0.001 0,000 0.000 0,013 0,0008 0,000 0.00
120:00 0,0065 0,000 0.000 0.127 0.0007 0,000 1.25
132:00 ¢.0137 0.000 0.000 0.011 0,0006 Q,000 3.91
144:00 0.0064 0.000 0.000 0.0085 0.0005 0.000 3.47
195600 0.004 Q.000 0.000 0.0092 0,0008 0,000 3.33
AEROBIOSIS
12:00 0.051 Q.127 0.142 0.077 0.0017 0.0161 56.55
24:00 ¢.028 0.051 0.179 0.054 0.0012 0.023 6.25
36:00 0.01% 0.014 0.141 0.042 0.0010 0.018 4.90
48:00 0.003 0.0051 0.000 0.C29 0.0009 0.0033 0.00
60:G60 0.003 0.000 0.000 0.038 0.0009 0.0032 3.82
72:00 0.003 0.000 0.000 0.038 0.0008 ¢ 0.0032 8.77
86:00 0.004 0.000 0.000 0.036 0.0008 0.000¢ 4.24
956:00 0.0086 0.000 Q.000 0.034 0,0008 $.0000 1.56
108:00 0,006 ¢.000 0.000 0.032 0,0007 ©.0000 1.49
120:0C 0.005 ' 0.000 0.000 0.030 0.0007 00,0000 0.43
132:00 0.002 0.000 0.000 0,029 0.,0007 0.0000 ~2.08
144:00 0.003 0.000 0.000 0.028 0.0006 0.0000 -2.00
156:00 0.003 0.000 0.000 0.02¢ 0.0006 0.0000 -

1668:00 0.003 $.000 0.000 0.025 - 0.,0000 ==

(¥4



TABLA B
(continuacidn)

ANALROBYOS1S-AERCBIOSIS

Tiempo Crecimiento Consume de Consume de Consumn de Consumo de Acido succinico  Vitamina
{h.) {u) azlcar Ac. lictico  Ac. citrico nitrSgeno producido Byo
producido
12:00 0.048 0.077 0.112 0.119 0.008 0.022 19.02
24:00 0.026 3.040 0,112 0.126 0.003 o.011 12.85
36:00 0,01} 0,022 0.150 0.134 0,002 0.008 €.17
48100 0,010 0.018 0,000 0.141 0.,0021 0.008 5.34
$0:00 0.005 0.008 0.000 0.138 0.002 0.010 1,94
72:00 -0,0006 0.005 0.000 0,093 0.001 0.003 ~1.19
84 :00 -0.0018 0.000 0.000 0.052 0,000 0.000 -1.28
96:00 ~-0,0018 Q0,000 0,000 0.000 0.000 G.000 -0.18
103:00 0.0009 0.000 0.000 0.000 0,000 0.000 3.57
120:00 0.003 0.000 0.000 ¢.000 0.000 0.000 3.57
132:00 0.003 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 3.45
144:00 0,003 0,000 0.000 0.000 0.000 0.000 ).80
156:00 0.003 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 C.00
168:00 0.003 0.000 0,000 0.000 0,000 0.000 1.52
ANAEROBIOSIS-AERDBIOSIS/ADICONES
12:00 0.067 0.353 -0,159 0.083 0,008 0.012 13.16
24:00 0.020 0,191 0.000 0.045 0.004 0.017 1.90
0.064 0.036
36:00 0.009 0.058 0.104 0.032 0.004 0,014 3.66
48:00 Q.002 0,052 0,000 - 0.029 0.003 0,013 3.74
0.017 0.032 o
60:00 -0.003 0.017 0.000 G.033 0.003% 0.013 6.8
72:00 ~0.009 0.018 Q.000 0,034 0.0025 0.008 0.00
¢,014 0.018
84 :00 ~0.008 0.016 0,000 0.021 0.0014 0.00% ~11.44
96:00 ~0.604 0.014 0.000 0.006 0.001L 0.004 ~4.46
108:00 0.0008 7.008 0.000 Q.005 0.000 0.002 -1.95%
120:00 0.003 0.002 0,000 ~0.,016 0.000 0.0002 -
132:00 0.006 0.000 0.000 ~0.050 0.000 -0.00019 -
144 :00 G, 000 0,000 €.000 00,0125 0.000 ~(.0018 -—
156:00 -0.006 0,000 0.C00 0.024 Q.000C - -




ANEXO II B

CALCULO DE RENDIMIENTOS

La eficiencia de una fermentacidon puede estimarse en
base a la capacidad de un microorganismo para utilizar el
sustrato en la formacidn de material celular (Y ), como
- N Py ;- X/s
fuente de energia (Y } y para formacidn de producto ---

Y Y Y .

PrX
Tara el cdlculo de los rendimientos se considerd la -~

produccidén v el consumo miximo. <Con un ejemplo se dard a
conocer la metodologia seguida para este cilculo.

Ejemplo:

Fermentacidn aerdbica de un medio control de glucosa, -~
especificamente se hara el calculo de rendlmlento para

vitamina B 1o Por gramo de células (Y ).
. p/x
B - B
o l2f 124
‘YP/xh TTx. - %,
£ i
donde: )
Blzf = Produccidén maxima de v;tamlna Bl2 eﬁ
- meg/1 : o
BlZi = Cantidad de vitamina B12 a tlempo cero -
en mcg/1.
X = Peso seco celular a la mdxima produccidn
de vitamina B en g/1,
xi = Peso seco cclu%ar a tiempo cero en g/l.
_4358.9 - 0 (mcg/l)

= 546.52 megy /gcel

p/x 8.56 - 0.59 CHIVAY 12
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De igual forma se realizaron los cidlculos para ¥

.y N’
Yp/w- Para los rendimientos Yyt Y - de susé y -
Y Arp Para las fermentaciones chntrol™ée glucosa se ex—-
plica en el mismo texto (VII.1D). Para el rendimiento -

de vitamina Bi, ¥ succinico por mel de sustrato, se rea-
1izd tomando en cuenta las moles de glucosa vy acida 1ldc-
tico en el casc de las fermentaciones control de glucosa
v las moles de azlicares (glucosa), &cido ldctico y &cido
citrico en 21 casc de las fermentaciones a bhase de jugo

cecido de 1imdn como por ejemplo:

Fermentacidn anaerdbica en medio control de glucosa, es-

pecificamente para YB /mol de sustrato
1z

B B
_ _l2f - "12i :
qu/mol de sustrato mol de glucosa + mol de &c. ldctico

2660 9066.12 mchl2/mol -

YBlz/mol sustrato = 0.1292 + 0.1642

sustrato

De la mlsma manera se calculd para todas las demds fer--
mentaciones. : -



ANEXO III

CALCULO DE MASA CELULAR PROPORCIONADA POR AZUCAR, ACIDO —--—
CITRICO Y ACIDO LACTICO DEL MEDIO A BASE DE JUGO COCIDO DE
LIMON

ror facilidad de c&lculos se hizo uso de los rendimien
tos molares (Yy/mel) Cbtenido en la fermentacién con glucc-
52 bajo cordiciones anacrdbicas, 38.16 goel/mol de giucosa
v 4,77 gcel/mol de dcido ldctico, determinindose los qramos
<a células proporcicorados por cada una de las fuezntes de ~-
carbone del medio de fermentacidn para las condiciones ana-
exrbica, anaerdhica-aerdbica y anaerSpica-aerdbica/adicio—-
nes de jugo cocideo de limdn.

Partiendo de la expresidn de rendimiento molar e

(Yx/mol):

; _bx
Yy/mol - hs (1)

se llevaron a cabo todos los célculos.

donde: :

Cantidad de biomasa producida, en g/1. °
-Cantidad de sustrato consumido (A - azlicar, --
L -~ &cido l8ctico y C - Acido citrico), en mo--

les/litro.

Ax
Qs

i

1]

Fermentacién Anaerdbica

=38 1,
YG x/mol 38-16 gCEl/mn de glucosa {de la Tabla XV)
As =p -nA =17.14 - 10.
s, = B~ A, =17.14 - 10.79 (g/1)
= 6.35 ¢/1/180 g/mol
As = 0.0353 moles
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donde: ,
Ai = Cantidad de azficar (glucosa) a tiempo cero, en
g/l :
A_ = Cantidad de azficar (glucosa) als tiempo de maxi-~

mo consumoe, en ¢/l ;
180  g/mol = peso molecular de la glucosa.

despejando de la ecuacidn (1), AxA:

Ax = (¥

2~ Yymor) (885)

= (38.16) . (0.0353) = 1.3462 g de células/l
por otro lado se,tiena;!j7 ff;fj¢r
Yo x/mol =‘4.77 gCElZ??%Lv ,f'}:ﬂde la tab;a'XV)

i

11.63 g/1 / 90 g/mol

= 0.1292 moles
donde:
;= Cantidad de dcido lactico a tiempo cero, en g/l
Le = Cantidad de Acido lactico al tiempo de méximo -~

consumo, en g/l.
90 g/mol = peso molecular del dcido léctico

por lo tanto, de la ecuadién'(l),-AxL:

AXL = (4.77) (0.1292) = 0.6163 g de células /1
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Yy, por consiguiente la cantidad de cé@lulas producidas a par
tir del &cido citrico se calcula haciendo uso de la siguien
te expresidén:

A = Ax_ 4+ A + Ax
X A A% A - (2)
A = Ax - {Ax_+ Ax
"¢ o T 0%y %
donde:
AxT = Cantidad de células producidas en la fermenta-
cibn, en g/l. Ax_ = Re = X, 0= Cantidad de cé-
‘lulas producidas &1 final d3 la fermentacidn -
cantidad de células al inicio de la misma.
AxA = Cantidad de células producidas a partir de los
azlicares consumidos, en g/l.
AXL =" Cantidad de células producidas a partirrdel -
dcido lictico sonsumido, en g/l. ) ‘
Axc = Cantidad de c&lulas producidas a partir- del --

dcido citrico consumido, en g/l.

de la ecuacidn (2):

Axc

1f

3,46 —-.1.9625 = 1.4975 g de células/l

donde:
by = %

calculando el rendimiento molar de crecimiento para acido -
citrico, se tiene: - SER

- x, =3.75 - 0.29 = 3.46 g/1

v _ 1.4975 g de cel/1
x/mol 5 g/1 / 210 g/mol

= 62.92 gcel/molcit
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donde:
210 g/mol = peso molecular del dcido citrico
A = - = - =
Sa Si Sf 23.68 18.68 = 5 g/1
v, el rendimiehto por gramo de sustrato:

62.92 g de cel/mol de cit
x/s"«" . 210 g/mol

Y =0.30 9. l/ it

Fermentacién Anaerdbica-Aerdbica

(de 1a Tabla XV)

1159 91 / 180 a/mox

de la ecuaci

= 0.97308 g de células/l

(0.0255)

= 0.1292 moles
de la ecuacidn (1)

AxL = (4.77) (0.1292) = 0.6163 g de células/1l




por otro lado, lado la cantidad de células producidas por -
el consumo de Acido citrico seri.

de la ecuacidn (2):

by, = 2.95 - 1.58938 = 1.36062 g de células/1

donde:

A = - = 3.3 - 0.35 = 2.
X X xi 3.3 0.35 2.95 g/1

Debido a que en ésta fermentacidn se consumié todo el -~
dcido citrico, se considerd que se obtiene el mismo rendln—
miento (YX/SC) de 0.30 gee1/9cit que la fermentacidn anagro
bica, rendimiento gue sefiala que solo 4.535 g de dcido ci~-
trico fué utilizado para la formacidn de material celular -
y el resto (19.145 g/l) para sintesis de productos metabb--
licos.

_1.36062 g cel/l _

X/S s . S

— /9
“_.C .

cit

n
]

4.535 g/1

it

bs,, 23.68- 4.535 = 19.145 g/1

Fermentacidn Anaeroblca—Aerob1ca/ad1c10nes de jugo cocido
de limén.

Tenemos:

Yo x/ml = 38,16 gcel/mOlG {(de la Tabla XV)
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AsA = 16.12 + 5.56 (g/1) = 21.68 g/1 / 180 g/mol

fl

- 0.1204 moles .

donde: : X g _
16.12 /1) - (de la Tabla XX)
5.56 |

As 3 9/1 / 90 g/mol
(e la Tabla XX)

[}

0.1336 moles de Acido lictico producido.

El an8lisis de la Figura 34 indica que el &cido lacti-
co producido en la fermentacidn proviene de la glucosa ana-
dida al medio y tomando en cuenta que por cada mol de gluco
sa se producen 2 moles de &cido lactico, entonces, 0.0668 -
moles de glucosa se emplearon para formar 0.1336 moles de -
Acido latico, y, por consiguiente, de las moles totales de
azicar (0.1204) solo 0.0536 moles pasaron a formar parte —-—
del material celular, hasta las 48 h de fermentacién.

de la ecuacidn (1):

AxA = (0.0536) (38.16) = 2.0453 g de células/l

Hasta el maximo crecimiento, el microorganismoe consumid
la siguiente cantidad de acido ldactico para la formacidn de
material celular:

= Cantidad total de acido lactico - Cantidad

s
onsumido P - . .
Lc * de acido lactico residual (moles/1)
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donde: Ag = Cantidad de Acido lactico consumido
1, consumido
en moles@ﬂ

7 = 3.6 - THS = i ,1 .
L, cons 23.63 - 10-48 = 13.17 g/1 / 90 g/mol

it

0.1463  moles

por lo tanto:

bx, = (4.77) (0.1463) = 0.6980 g de &elulas/1

de la ecuacidn (2):

e, = 4.0 - 2.7433 = 1.2567 g de cdlulas/l
By, = x_ - X, = 4.3 - 0.3 (g/1) = 4.0 (g/1)

Haciendo la misma consideracidn del experimento ante
riocr, se tomd en cuenta gue el rendimiento por sustrato ~
mara sitrico es de 0.30 q l/q c0ﬂsumlondosc solamentea
1,182 g de &cido citrico oar Formacién de material -
celular v el resto (2.411) para sintesis de productos =~
motabhdlicos.

Xx/s = 1.2567 g cel/l - 0.3 g
sC cel

cit

5 = 4.189
S )

Asc = 6.6 - 4.189 = 2.411 g/1



terientacidn Aerdbica.

De igual forma como se hicieron las consideracionas en
las fermentaciones anteriores, para determinar la cantidad
do células proporcionada por cada uno de los sustratos del
medio de fermentacidn cuando la fermentacidn se realizd bajo
condiciones aerBbicas, se hizo uso de los rendimientos uwo-
lares obtenidos en la fermentacidn donde se utilizd glucosa

como fuente de carbono, 69.F 1y i ;8. %
~1‘?~LLL1KQ de czarbone, $©9.50 gcal/molgiucosa y 8.7 gce/mol
jEalesd .‘\.C,'_O .
B ‘1 = . 1 ] aly 3
YG x/mel 69 59‘ gcel/ moLG (de LarTabLa XV)
s, = 17.41 - 12.42 (g/1) = 4.99 g/1 / 180 g/mol

0.0277 moles

il

te la ecuacidn (1):

A*x = (69.53) (0.0277) +
&

1.92¢2 g de células/1

Por obyo lado se tiene:

<
it

8.7 gcel/molL

[92
n
It
o
=
.
(9]
Gl
i

0.0 {g/1) = 11.63 g/1 / 90 g/1

€.1292 moles

3

por lo tanto, de la ecuacidn (1):

hs, = (8.7) (0.1292) = 1.1240 g de células/1

vy, pox consiguiente, la cantidad de c€lulas producidas a par
tir del acide citrico sexi:



de la ecuacidr (2):

1

dx = 3.88 - 3.0532 = 0.8268 g de células/l

S
I

T Re ffxi = 4.25 - 0.37 = 3.88 g/1

por lo tanto, el rendimiento molar serd:

0.8268 g de cel/l

= 10.05 g de células/

Yamol T 17.28 g/1 / 120 g/mol ol
donde: . ‘ R
& =g -5 o= 23,68 — 6.4 = o8,
Sc TS T8 T 2308 -G.4= 172
v, ol rendimisnto por gramo de sustrato, citrico:
Y\:/mol C '
Y = ot = 10.05 g de cBlulas/g de cit.

“x/s
/ ¢ Peso molecc 316 n/mol

- = 0.05 g de células/g de citrico
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