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Resumen

Resumen

Cuando se realiza el escalamiento de un proceso de fermentacidn, se asume un comportamiento
ideal, y no se consideran los gradientes en las variables fisicoqufmicas en el bioreactor,
originados por el deficiente suministro de energfa. Dada la baja solubilidad del oxigeno en los
medios de cultivo acuosos, una de las variables mds afectada es la tensién oxfgeno disuelto
(TOD), situacién que puede resultar critica para los procesos aerobios. En vista de la poca
disponibilidad de tanques de gran volumen para la experimentaci6n, una estrategia mas accesible,
consiste en la generacidn de fluctuaciones de TOD en equipos de ficil operacidén como son los
biorcactores de laboratorio (simuladores). A esto se le conoce como “escalamiento descendente”
(Scale-down).

En este trabajo, se disefié y caracterizé un simulador de gradientes de oxfgeno disuelto
empleando herramientas de ingenierfa de control de procesos. El simulador desarrollado estd
constituido por un bioreactor (de 1 L volumen de trabajo) instrumentado can sensores de pH y
TOD. El simulador fue manipulado por un algoritmo de control proporcional integral derivativo
escrito en lenguaje QuickBasic. El algoritmo incluye una subrutina de segpoint variable (onda
sinusoidal o cuadrada) que permitié generar ambientes tluctuantes de TOD. Una vez
caracterizado el simulador, se utilizé en el escalamiento descendente del proceso de produccion
de penicilino acilasa (PA) por E. coli recombinante, enzima de gran demanda en la industria
farmacéutica, la cual se satisface mediante cultivos de gran volumen, en donde la formacion de
gradientes de oxfgeno es inevitable.

Con respecto al simulador, los resultados mostraron que se trata de un sistema de primer orden,
con una constante de tiempo (t) de 27 s, capaz de generar oscilaciones de TOD a perfodos
superiores a este valor. Las condiciones dptimas de operacién del simulador fueron; velocidades
de agitacion superiores a 500 rpm y tlujo de gases de 1,000 cm¥min. De los perfiles
predeterminados que se probaron (sinusoidal y cuadrado), el perfil cuadrado resultd mis eficiente
para la generacién de oscilaciones de TOD.

Pura evaluar el efecto de las oscilaciones de TOD sobre la produccion de PA, se realizaron
diferentes cultivos variando el eje y la amplitud de la onda y manteniendo constante el periodo de
oscilacién a 400 s. Los resultados obtenidos se compararon con cultivos a TOD constante
realizados a tensiones desde () hasta 40 % TOD (denominados como cultivos control). .

En cuanto a los cultivos a TOD constante, los resultados mostraron que al diminuir la TOD de 40
2.2 %, la velocidad especifica de crecimiento y el rendimiento celular, disminuyeron como una
funcién de la TOD, siguiendo un pertil de saturacion (Umax = 0.38 bl y Ko, = 0.54 % TOD para
la velocidad especffica de crecimiento y Yx/gmax = 0.58 geel/gglucosa y Kx/s = 0.67 % TOD para
rendimiento). Por el contrario, la produccion de PA se incrementd de 0.09 a 0.165 U/mgesiutas
(medida al agotamienta de glucosa). Sin embargo, no se obtuvo crecimiento ni actividad de PA
en condiciones anaerobias (i = 0 h-1). En los cultivos realizados a tensiones por debajo de 5 %
TOD, se presenté acumulacién de dcidos orgdnicos (férmico y acético principalmente), como
consecuencia del efecto Pasteur.

De los cultivos a TOD oscilante se encontré que, al aumentar el eje de oscilacién de 0.5 a 35 %,
la velocidud especffica de crecimiento y el rendimiento celular se incrementaron de 0.17 a
0.38 bl y de 0.25 a 0.55 geer/g glucoss, respectivamente, siguiendo un perfil de saturacién. Por el
contrario, la actividad especffica de PA disminuyd de 0.17 a 0.09 U/geel (medida al agotamiento
de glucosa). Los resultados mostraron que las oscilaciones de TOD no afectaron la cindtica de
crecimiento durante la fuse exponencial, lo que se¢ infiere de la similitud con los cultivos control.
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Resumen

La PA es particularmente interesante por ser de lus pocas enzimas de procariotes que requieren
procesamiento post-traduccional (maduracion). Con la finalidad de evaluar el efecto de los
parimetros coma el pH, concentracién de dcido acélico y oxigeno disuelto sobre el
procesamiento del precursor de PA, se evalud el aumento de la actividad especifica de PA de
céiulas en fase estacionaria (post-fermentativa) incubadas a pH 6, 7 y 8. El efecto del acetato se
evalud a0,0.6, 0.7 y 1.7 g/L 'y para oxigeno se probaron condiciones aerobias (9.1 y 21 % de O
en fase gaseosa) y anacrobias. De los resultados obtenidos, se encontré que el pH no afecté el
procesamiento. Sin embargo, el acetato a la concentracién de 1.7 g/L presenté un ligero efecto
negativo sobre el procesamiento.

En las células incubadas en condiciones anaerobias, la actividad aumentd de 0.09 a 0.11 Ulmg,,
mientras que en presencia de oxfgeno, la actividad aumentd de 0.09 a 0.41U/mpe,. Los
resultados obtenidos mostraron que el oxigeno participa de manera muy importante en el
procesamiento post-traduccional del precursor de PA, situacién que no ha sido reportada en la
literatura.

Al considerar la etapa post-fermentativa, los cultivos a TOD oscilante presentaron mis del doble
de actividad de PA que los cultivos a TOD constante.

Una estrategia de fermentacién que combine el efecto fogrado por el control de la velocidad de
crecimiento mediante la limitacion de oxfgeno y la exposicion a tensiones altas de oxigeno (para
favorecer el procesamiento post-traduccional), hacen de las ascilaciones de oxfgeno una
estrategia con gran potencial para aumentar la produccion de PA a nivel industrial.

Con base en los estudios de escalumiento descendente realizados en este trabajo, se concluyo que
la presencia de gradientes de oxigeno disuelto de los bioreactores de gran escala, pueden
favorecer la produccion de PA por E. coli IM101/pPA102.
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Introduccion

Capitulo I

Introduccion

1.1 Introduccion

Los bioreactores tipo tanque agitado son los sistemas més ampliamente difundidos en el sector
industrial, debido a la versatilidad que presentan respecto a otras configuraciones. Los objetivos
fundamentales de todo bioreactor agitado son: mantener homogéneo el medio de cultivo y
suministrar el oxigeno necesario para el crecimiento de los microorganismos (Galindo, 1996). Al
escalar un proceso de fermentaci6n, se asume un estado de idealidad, es decir se considera que el
bioreactor sigue cumpliendo con las funciones para las cuales fue diseiiado. Sin embargo, se ha
demostrado experimentalmente en tanques de gran escala (volumen del tanque de 25 m3 y
superiores), que el mezclado se hace mds deficiente, como consecuencia de las limitaciones
fisicas y de fndole econbémico que no permiten suministrar la potencia necesaria para cumplir
dicho objetivo. Lo anterior, trae como consecuencia la formacién de gradientes de pardmetros
como la temperatura, el pH, la concentracion de metabolitos, la biomasa y los nutrientes dentro
del tanque. Bajo tales condiciones, los procesos de fermentacién pueden ser afectados en cuanto

a rendimientos o produccién del metabolito de interés.

Conocer el efecto de los gradientes sobre los pardmetros de produccion, resulta de gran
importancia. Sin embargo, la experimentacién utilizando tanques de gran escala estd fuertemente
restringida en vista de los gastos operacionales que involucra. Por otra parte, tratar de reproducir
dichos eventos utilizando reactores de laboratorio resulta mds prictico. Asi, el concepto de
escalamiento hacia abajo (Scale-down) surge como una herramienta de investigacién de mds fdcil
acceso, El escalamiento descendente, pretende evaluar el efecto de las condiciones del mal

mezclado sobre los pardmetros de produccién.

En vista de que el oxigeno es un elemento muy poco soluble en medios acuosos, ¢s el sustrato
mds dificil de suministrar al cultivo. Situacién que puede llegar a ser crftica ya que puede ser el
sustrato limitante para el crecimiento de los microorganismos. La implementacion experimental
para simular gradientes de la tensién de oxigeno disuelto (TOD) en bioreactores de laboratorio, se
realiza asumiendo que en el tanque de gran escala se pueden distinguir dos zonas; a) una zona
considerada como bien mezclada y b) zonas deficientes de oxigeno. La zona bien mezclada
corresponde ffsicamente a las regiones aledaias a los impulsores en movimiento. En esta zona la
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transferencia de oxfgeno resulta cficiente y por consiguiente se logran concentraciones de
oxfgeno adecuadas para ¢l metabolismo microbiano. Las zonas deficientes de oxigeno, se
presentan lejos de los impulsores, en donde las tensiones de oxfgeno son bajas, llegando incluso a

cero,

Los simuladores desarrollados para la investigacién de gradientes de TOD, han sido
tradicionalmente sistemas de dos compartimientos con recirculacién del medio de cultivo y
sistemas de un compartimiento, en donde los gradientes de TOD se logran mediante la
modificaci6n de la presién parcial del oxfgeno a la entrada del reactor, La gran mayorfa de estos
dltimos no presentan ningun tipo de control retroalimentado a través del cual se pueda garantizar
que la TOD obtenida sea la deseada,

La creciente demanda de penicilino acilasa, materia prima en la sintesis de penicilinas
semisintéticas, se satisface mediante la produccién del catalizador en cultivos de gran volumen,
en donde la formacién de gradientes de oxfgeno es inevitable.

En este trabajo se desarrolld y caracteriz6 un simulador de gradientes de oxigeno disuelto que
supera las limitaciones de los sistemas de un compartimiento sin control retroalimentado. El
sistema desarrollado estd constituido por un bioreactor de 1 litro y fue manipulado con un
algoritmo de control de lazo cerrado proporcional-integral-derivativo (PID) escrito en lenguaje
QuickBasic. El programa de control contiene una subrutina que genera setpoints oscilatorios a
través de cambios escalonados (onda cuadrada) o bien mediante la funcién seno.

El simulador desarrollado se utiliz para evaluar el efecto de gradientes de TOD sobre la
produccién de penicilino acilasa por Escherichia coli recombinante. Con la finalidad de tener un
punto de comparacion, se realizaron cultivos a TOD constante, para conocer el comportamiento
del cultivo asumiendo la condicion ideal; es decir, considerando la ausencia de gradientes de
TOD.

Este trabajo ticne cuatro aportaciones relevantes:

L.- La wtilizacién de un sistema computarizado de fermentacién capaz de generar perfiles
oscilantes de TOD mediante control de lazo cerrado.
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2.- La peneracién de datos utilizando el criterio de escalamiento hacia abajo en procesos de
produccién de metabolitos de microorganismos recombinantes, informacion escasa en la

literatura,

3.- La propuesta de una etapa post-fermentativa para completar ef proceso de maduracion del

precursor de penicilino acilasa.

4.- La proposicién de estrategias novedosas (.e. oscilaciones de TOD) para la optimizacién del

proceso de produccidn de PA.
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Capitulo II
Antecedentes

2.1 Importancia del oxigeno en los procesos fermentativos

El oxigeno, sin duda alguna, es de los sustratos mids importantes, ya que puede afectar directa o
indirectamente a los procesos biotecnoldgicos. La participacion def oxfgenao se puede dar en

diferemes eventos metabélicos, por ¢jemplo:

a) En el metabolismo aerabio para la produccidn de energfa, ya que participa como aceptor final
de electrones y protones producidos en las reacciones de oxidiacidn, Actia también como
inductor de fa sintesis de varias enzimas respiratorias como la citocromo oxidasa (Strayer,
1990).

b) Como sustrato directo de algunas enzimas del metabolismo secundario. Por ejemplo,
interviene directamente en la oxidacidn de la peniciling N a cefalosparing C mediante I

expandasa (Zhou y cal., 1992) y en la sintesis de otros antibidticos (Koning y col., 1981).

¢) En lus mecanismos de regulacion de la esporulacion de Bacillus sphaericus wiilizado en la

produccidn de bioinsecticidas (Karim y cal., 1993)

d) En la estabilidad de plismidas recombinantes 1anto en bacterias como en levaduras, medianie
un efecto indirecto de la velocidad de crecimiento (Lee y Hassan, 1987; Hopkins y col,, 1987;
Impoolsup y col., 1989 y Caunt y col., 1990). Sin embargo, poco se sabe al respecto y los

mecanismas de accidn no se conocen hasta el momento (Namdev y col., 1993).

2.1.1 Suministro de oxigeno

Independientemente del tipo de microorganismo, el bioreactor debe permitir un contacto tn
bueno como sea posible entre La fase bidtica (microorganismo) y abidtica del sistema,  E}
crecimiento adecuado de un microorganismo estd asaciado imtimamente a los fendmenos de
iransferencia entre las células y el medio de cultivo. En este punto I transferencia de nutrientes
al interior de la céluly, depende en gran medida de la capacidad del bioreactor para mantener
homogéneo el caldo de cultivo. En vista de que el oxigeno es un elemento muy poco soluble en
medios acuosos, debe suministrarse continuamente mediante la aireacion. La agitacion, por su

6
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parte participa en dos tormas; a) mediante la operacion de micromezelado, que consiste en el
rompimiento de las burbujus y fa disminucion del espesor de fa capa de liquido estitica (capa
limite) que las recubre y por ende contribuye a la transterencta de oxigeno y b) mediante el
macromezelado, que consiste en la transterencia de momentum al medio de cultivo. Con esta
operacidn, s¢ pretende homogeneizar el medio de cultivo y, en consecuencia, evitar la formacidn

de zonas muertas.

La transterencia de oxigeno hacia el caldo de cultivo se efectita en por lo menos tres etapas

impartantes:

a) difusidn desde el sena de la burbuja hacia la superficie ligunida,
h) disolucidn en el liguido, y

¢) ditusion del oxigeno desde L superticie del liguido hacia ¢l seno del mismo.

Este dltimo paso resulta la principal resistencia a la transterencia de oxigeno al medio de cultivo
y por consiguiente se le considera el paso limitante. La bien conocida ecuacidn de transferencia
de oxigeno (ec. 2-1), muestra que la velocidad de transferencia depende de: a) un gradiente de
concentracion que actia como fuerza motriz y b) de ka capacidad del fermentador para transterir
oxigeno. Esto dltimo se ve reflejado en el coeliciente volumétrico de transferencia de oxigeno

(kpa).

Na=k,a(C;-C,) (2-1)
dondc:

-5

N
C.  =Concentracion de oxigeno disuelto en el media de cultivo

= Velocidad de transferencia de oxigeno

C,  =Concentracion de oxigeno disuelto a la saturacion del aire

ko  =Coeficiente volumétrico de transterencia de oxigeno
2.1.2 Consumo de oxigeno
La velocidad de consumo de oxigeno (VCO), depende del nidmero de microorganismos en el

medio de cultivo y, por consiguiente, aumenta en farma exponencial durante un cultivo lote. En

cualquier punto de la curva de crecimiento celular, la VCO viene dado por



Antecedentes

VCO = Qo, X (2:2)

donde:

VCO = Velocidad de consumo de oxigeno
Qo; = Velocidad especifica de consumo de oxigeno

X =Biomasa celular

Para evitar que un cultivo esté limitado por oxigeno, la velocidad de transferencia debe ser
mayor o al menos igual a la velocidad de consuno de oxigeno. La velocidad global de

transferencia de oxigeno (dCy /dt) viene dada por la ecuacion 2-3.

dC *
k= kpa(Cy -Cp )~ Qo,X (2-3)

El oxfgeno disuelto (Cy), se puede mantener a un valor constante (sin limitar al cultivo) mediante

la manipulacién de Ia concentracidn de oxigeno en la fase gaseosa (cambio de presion parcial de
*

oxfgenoen Cg). De esta forma, es posible lograr diferentes perfiles de oxigeno disuelto como

constante, oscilante o aleatorio (Zhou y col., 1992; Triiger y col., 1992 y Namdev y col., 1993)

Se ha demostrado que bajo condiciones de limitacion de oxigeno, la velocidad especifica de
crecimiiento es una funcién de la concentracidn de oxigeno en el medio de cultivo, siguiendo una
cinética de saturacién tipo Monod. La concentracién de oxigeno bajo fa cual empieza la
limitacidn se le conoce como concentracion critica (Chen y col., 1985). La tabla 2-1 muestra
algunas concentraciones criticas para diferentes microorganisimos reportadas en la literatura.

Microorganismo  {[OD]eritica, mg/L Referencia
A. vinelandii 0.35 Chen y col., 1985
E. coli Bfr ATCC 12407 0.12 Chen y col., 1985
Candida urilis 1.10 Quintero, 1987
S. cerevisiae 0.60 Quintero, 1987
P.chrysogenum 0.40 Quintero, 1987
E. coli TB-]/EUC 19 0.25 Liycol, 1992

Tabla 2-1. Algunas concentraciones de TOD criticas reportadas en la literatura,
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2.1.3 Efecto del oxigeno sobre ¢l metabolismo de E. coli

La figura 2-1 muestra el mapa metabélico de las rutas para la obtencion de energia y ¢l tlujo de
carbono en ¢l metabolismo de E. coli. En condiciones no limitantes de oxigeno, L tuente de
carbono -generalmente glucosa- es wansformada completamente en acetil CoA. Si la velocidad
de consumo de plucosa es superior a la capacidad oxidativa (como normalmente ocurre a altas
velocidades espectficas (Han y col., 1992)), parte de la acetil CoA es hidrolizada a coenzima A'y
deido acético mediante la acetil CoA sintetasa. Al proceso generador de acetato por esta via se le
conoce como "efecto Crabmree” o "efecto glucosa de las bacterias” (Doelle y col., 1982). Sin
embargo, la mayor parte de la acetil CoA es completamente degradada en el ciclo de los dcidos
tricarboxflicos o ciclo de Krebs., via que resulta la mds cficiente para la obtencidn de energfa.

Cuando se realiza un cultivo en ausencia total de oxigeno (anacrobiosis), el dcido pirdvico es
hidrolizado a formiato y deido acético. El deido térmico obtenido resulta el metabolito mids
importante, ya que es ¢l principal donador de electrones en el metabolismo anaerobio (Ruiz-
Herrera y DeMoss, 1969a). La enzima encargada de la oxidacidn del deido férmico es la
formiato deshidrogenasa.  Los electrones provenientes del formiato son utilizados en la
reduccion del nitrato, siempre y cuando Ja cepa sea capaz de expresar el sistema de la nitrato
reductasa (Ruiz-Herrera y col., 1969b). En ausencia de nitrato o en mutantes deficientes de
nitrato reductasy, la via alterna para la produccidn de energia viene dada por la formiato
hidrégeno-liasa, que degrada el dcido férmico a hidrégeno molecular y didxido de carbono
(Hornsten, 1995).

Lester y DeMoss (1971) demostraron que dos elementos -el molibdeno y el selenio- son
indispensables en el metabolismo anaerobio de E. coli, ya que la sintesis de las enzimas
encargadas del metabolismo del dcido formico (formiato deshidrogenasa, el citocromo bsss y Ia
nitrato reductasa) solo se realizaba en la presencia de estos dos elementos.  El molibdeno
ademds, es el cofactor de la nitrato reductasa (Taniguchi e Itagaki. 1960).

Cuando ¢l cultivo se realiza en condiciones microaerofilicas (limitacion del crecimiento por
axfgeno), E. coli establece el metabolismo denominado fermentacién dcida mixta. Bajo tales
condiciones, se producen diferentes dcidos orgdnicos (acético, liictico, propidnico, succinico y
férmico) y etanal (figura 2-1). A este proceso se le conoce como efecto Pasteur. El
intermediario para la generacidn de los dcidos orgidnicos es el piruvato, que actiia como aceptor
de electrones. Los metabolitos obtenidos por esta via, generalmente son consumidos cuando ka

glucosa disponible se agota.
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2.1.4 Estudios a TOD constante en procesos de fermentacion

En vista de fa importancia que tiene el oxigeno en los cultivas celulares, varios autores han

evaduado of electo de este sustrato sobre Ta produccion de diferentes metabolitos.

Suphantharika y col. (1994) evaluaron ¢l efecto de fa TOD sobre la sintesis de Jos antibidticos
dificidina y oxidificiding por Bacillus - subrilis. Encontraron gue la velocidad especitica de
crecimiento solo se reducfa por debajo de 5% TOD. En cuanto a fa produccion de fos
antibidticos, se ohservd gue la sfatesis de oxiditiciding no se atectaba por los niveles de
oxfgeno. Sin embargo, la velocidad de sintesis de dificidina se redueia de manera importante

cuando se cultivaba a TOD por debajo de 40%.

Yegneswaran y col, (1991) estudiaron el efecto de fa TOD constante sobre Ta produccion de
cefamicing C por Swepromyces clavuligerus, Observaron disminucion en ¢l crecimiento por
debajo de S0 % TOD, debido a Ia formacion de pellens. La produccidn del antibiGtico resultd
mayor cuando el cultivo se realizaba a 100 % TOD, tomando como control, Lt produccion de
culivos sin control de oxigeno. Otro ensityo. consistio en cultivos en donde se mantuvo fa TOD
a M0 % duvante Ja fase de crecimiento y se redujo a 509 durante la fase estacionaria, dicho

cultivo se compantd de fa misma manerii que aquel en doude se controld siempre @ 100 % .

Zhou y col. (1992) investigaron la influencia del oxigeno disuehto constante sobre la produceiin
de cefalosporina C por Cephalosporivan acremoniune . Tomaron este modelo para sus estudios
en vistide que la expandasit, cnzima que convierte b penictlina N en cefalosporing C, reguiere
de oxigeno comu sustraw, Sus resultados mostraron que. al disminuir la TOD de 40 a5 %, 1y
coneentracion de cetalosporina C y la hiomasa disminuyeron de 7.2 11 g/l y de 704 S0.1g/L,
respectivamente, mientras que Ja penicilina N aumentd de 2,57 a 7.65 g/L. Concluyeron que
por debajo de 20% de TOD, el sistema estaba limitado, originando la acumalacion de la

penicilina N.

Lee y Hassan (1987) estudiaron, en guimiostatos imitados por glucosa, ¢l efecto de la TOD y la
tasa de dilucion sobre Ly estabilidad y expresion de ta wixing asesina “Killer” en Saccharamyces
cereviiae transtormada con e plismido pADH-10A. Reportaron que la expresion de fa toxin
(determinada como actividad entre densidad celular) fue mucho mayor cuindo se crecieron las

células a 100 % de nitrdgeno (anacrobiosis) que cuando se utilizaba aire o 100 % de oxigeno.
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Sin embargo, lu estabilidad del plismido fue mayor en los quimiostatos con suministro de aire

encomparacidn con aquetlos donde se utilizd nitrdgeno u oxigeno puro.

Liy col. (1992) investigaron el efecto del oxigeno disuelto sobre ki expresion de p-galactosidasi
en E. coli recombinante TB-1/pUC19. Proburon tensiones de oxigeno de (i 100 % TOD. Los
autores observaron limitacion en el crecimiento celular por debijo de 10 % de TOD. Encuante
al contenido especitico de pldsmido, reportaron gue, bujo condiciones anacrobias, se presentaba
una consideruble reduccidn en el contenida de plismido y éste incrementaba continuamente en
los intervalos de 0.4 a 10 % de TOD. Sin embargo, la actividud especitica de f-galactosidasa
obienida en cultivos anaerobios resulté diez veces mayor respecto a la obtenida en cultivos con
tensiones de oxfpeno superiores a 10 %. Por otra parte, lu actividad volumétrica de
p-galactosidusa resultd de 439.2 Ux10-3/L a 0.4 % de TOD, en tanto que a condiciones no
limitantes de oxfgeno, lu uctividad fue de 170 Ux10-¥L, y en anaerobiosis de 109.4 Ux10-3/L.
De sus resultudos concluyeron que la seumulacion del pldsmido fue mayor cuando los cultivos
se realizaban a tensiones de ox{geno no limituntes. Sin emburgo, la expresion del gene resultaba

mis eficiente a tensiones limitantes (bajus velocidades espeeiticas de crecimiento),

Caunt y col. (1989) mediunte ¢l uso de quiminstato, evaluaron el efecto de lu limitacidn de
oxigeno sobre la estabilidad del pldsmido pLG66Y-z pura b produccion de B-palactosidasi en
Saccharomyces cerevisive, Encontraron que, al someter el cultivo a un cumbio esculonado de
TOD a valores por debajo de Ia concentracion erftica de oxfgena, disminufu la fraccion celular
con plismido. Por otra parte, el plismido resultd mds estable cuando la cepa se cultivé en

condiciones no limitantes de oxigena.

Cabe resaltar que en fa actualidad son pocos los estudios del efecto del oxfgeno sobre sistemas

de expresién recombinante (algunos otros trabajos son discutidos en la seccidn 2.2.4).
22 Escalamiento

El escalamiento se define como el traslado de un proceso de una escali a atra, manteniendo
constante un pardmetro de operacién. Tradicionalmente, el orden establecido de escalamiento es
de cierto volumen a otro mayor (i.e., escalamiento ascendente). Bajo este contexto se dice que

existen tres escalas de operacién:

12
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1- Escala laboratorio (1-10 1)
2- Escala piloto (30-500 L)
3. Escalu induswial ¢» 1.000 L)

Cuando s traslada de un volumen establecido a oo mids grande se habla de escatamiento
ascendente (Scale- up). En caso contrario, es decir, si el proceso se Heva de cierta escala g una

menor, se trata de escalamiento descendente (Scale-dowan),

Entre los pardmetros mds utilizados en el escalamiento ascendente se encuentian: potencia por
unidad de volumen (P/V), coeliciente volumétrico de translerencia de oxigeno (kya) y velocidad
en la punta de impulsor (ND), entre otros. La mayoria de las veces, la eleceidn del pardmetro
de escalamicnto se lleva a cabo de manera empirica, lo que origina que L produccion y los
rendimientos del metabalito de interés no correspondan a los plancados. En la mayorfa de los
casos, tl diserepancia se debe a un suministro insuficiente de energia, Lo anterior se explica de
la siguiente manera: conforme aumenta ka escala de operacion, los requerimicntos de potencia
aumentan de una forma drdstica. El bien conocido niimero de potencia (ee. 2-4) estabjece que el
aumento en la escala de operacian (y porconsiguicnte en el didmetro de los impulsores) origina
un fuerte incremento en la potencia consumida. Por o cual, el suministro de potencia no es
adecuado y por consecuencia el sistema no transfiere ki energfy necesaria para mantency
hamogéneo el medio de cultiva. De esta forma, kaparicion de gradientes en el bioreactor se
vuelve inevituble. Otra consecuencia del mal mezelado es Ta veduccidn en fa trasferencia de
oxigeno. lo que resalia considerablemente erftico en los procesos acrobios en donde el uxigeno
interviene, ya sea de forma directa (sintesis de antibidticos (Koning y col.. [981)) o indirecta

(afectando la velocidad especilica de crecimiento (Li y col.. 1992)).

Np = -—~—,P- = (2-4)

donde:

p  =Densidad

Di  =Didmewro de los impulsores
N =Velocidad de agitacion

P =Potencia

Np =Nimero de potencia

13
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2.2.1 Gradientes de oxigeno disuclto y tiempos de circulacidn

Manfredini y col. (1983) monitorearon el oxigeno disucho en diferentes zonas de un bioreactor
de 112 m3 utilizado en la produceion de ewaciclinas por Streptomyces aureofacies. Encontraron
la presencia de gradientes axiales y radiales de TOD en las zonas monitoreadas. Con sus
resultados, propusieron un modelo simple con el que fue posible predecir la distribucidn de TOD

en el bioreactar,

Qosterhuis y Kassen (1984) demostraron la presencia de gradientes de TOD en bioreactores de
gran escala (20 m?) mediante el monitoreo con sensores de TOD colocados a lo largo del tinque
(figura2-2). Encontraron que, en las inmediaciones del impulsor, s presentaban tensiones de
22 a 14 % respecto a la saturacidn del aire y que al moverse en forma radial, las tensiones de
oxigeno decrecfan a valores de 3 % a la altura de los impulsores y hasta de cero en las lejanfas de
éstos. Cancluyeron que la presencia de los gradientes se debe a que los tiempos de mezelado
san relativamente mds grandes que la trasferencia de oxfgeno (expresada como constante de
tiempo (ver seccion A.1.3)). Lo anterior tiene importancia ya que los pardmetros como el
tiempo de mezclado, y la trasterencia de oxigeno -entre atros- son funcion del amaio del

reactor, no asi la constante de tiempo de las reacciones hioldgicas (Anderson y col., 1982).

El tiempo de mezcelado de un bioreactor (1) se detine como el tiempo necesario para que se
alcance cierto grado de homogenceidad en ¢l medio de cultivo ante una perturbacion. Por
convencidn, se ha establecido como grado de homogencidad cuando se alcanza ¢l Y§ % del valor
final de la variable medida. Si bien el (y es de gran utilidad, es mds comiin referirse al tiempo de
circulacion (t¢) detinido como el tiempo necesario para que una particula discreta de fluido,
realice un ciclo a través de las regiones que definen al bioreactor. En otras palabras, los ¢ nos
dan infarmacidn sobre la frecuencia con la que pasan los microorganismos a través de una
regitn determinada dentro del bioreactor, Por esta razdn, en realidad existe una distribucidn
estadistica de los tiempos de circulacidn, par lo cual es mds comiin referirse al tiempo de
cireulacidn promedio (t, ). Se ha reportado que Ia distribucién de los te varia con el tamafio del
bioreactor y con las propiedades reoldgicas del caldo de cultivo, incluso si se utilizan geometrfas
estindares (Anderson y col., 1982). Estas diferencias en e puede ser una de las causas por la
cual las bioreactores de gran escala muestran menor productividad que la obtenida en
bioreactores pequedios cuando ¢l pardmetro de escalamiento es P/V (Mukataka y col., 1980);
Takebe y col. 1994). ' ‘
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Figura 2-2, Gradientes de oxigeno disuelto en tanques de gran escala (Qosterhuis y Kossen,
1984), los valores cstin reportados en % de TOD y las escalas se encuentran en
forma normalizada.

Anderson y col. (1982) reportaron que los t; para tanques agitados pueden ser estimados a partir
de la capacidad de bombeo de los impulsores (Q;). Los autores estimaron los t, para fluidos

Newtonianos con diferentes viscosidades, asi como el posible t, de un fluido pseudopléstico
(suponiendo la ley de la potencia) a diferentes escalas de operacién (figura 2-3). La capacidad
de bombeo fue estimada mediante la correlacion de Norwood y Metzner (1960) para turhinas
rushton estandar (ec. 2-5).

(0.4 105
Qi=1.98x10'2NDi2w['3-‘-’1] (1--q’)°'5 (2-5)

n
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donde:

N =Velocidad de agitacidn

Di  =Diimetro del impulsor

W =Ancho del impulsor

q  =Relacion entre la velocidad angular en la punta del impulsor y la velocidad angular del
impulsor

p  =Densidad

n = Viscosidad

El t, esestimado como la relacién entre el volumen del tanque y fa capacidad de bombeo por los

impulsares (ec. 2-6).

donde:

V  =Volumen del liquido
Qi =Cupacidad de bombeo de los impulsores

Sweere y col. (1987) citaron una correlacidn para estimar ¢l 1, como una funcion de las
dimensiones del nque y de fa welocidad de agitacion (ec. 2-7).
— \Y} .
L= (2-7)
2Hn"NDi*

donde:

N =Velocidad de agitacion

Di  =Diimetro del impulsor

H = Alwra de la paleta de los impulsores
V  =Volumen del liquido

n =11416

Mukataka y col. (1980) reportaron un valor experimental de 2's como 1, para tanques de 10.5 L

(volumen de trabajo) y usando agua como fluido. Concluyeron que la relaciones Di/D probadas
(0.33,045 y 0.6) no afectaron el 1, a los valores de potencia a los que se trabajd (20-50 w/m?3).
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Figura 2.3, Efecto del volumen del tanque sobre los t—: para un fluido pseudoplastico (4) y

tres fluidos wnewtonianos (B = 10°) Pas; C = 10°? Pas; D = 103 Pas),
Configuracién del tanque Zjp/D=1, Turbina Rushton de 6 paletas planas
Di/D=0.33, Po=1.67 KW/m3 (Anderson y col., 1982).

2.2.2 Escalamiento descendente (Scale-down)

Cuando se traslada un proceso de una escala de operacién a otra més pequeiia se le conoce como
escalamiento descendente o hacia abajo (scale-down). Este concepto surgié de la necesidad de
conocer el efecto que pueden tener los problemas que se presentan en los bioreactores de gran
escala sobre determinado proceso.

L.a metodologfa cldsica del escalamiento descendente consiste en detectar el mecanismo limitante
del proceso y reproducirlo en simuladores de pequeiia escala (Sweere y col., 1987). Una
herramienta poderosa para determinar cual es el paso limitante, consiste en la comparacién de los
tiempos caracteristicos (tca). Los tcg son una medida de la velocidad con la que se llevan a cabo
los procesos. Un valor pequefio en el tcy indica un mecanismo rdpido y un valor alto, un

mecanismo lento,
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Por comparacidn de los t¢; de los fendmenos de transporte (transferencia de oxigeno, tiempos
de circulacién, ete.) con los tey de los proeesos bioldgicos (consumo de sustrito, crecimiento,
ele.), se establece si el sistema estd o no cantrolado por los fendmenos de transporte. En la
mayaria de los casos asi sucede, en vista de que los teg de ambos eventos son del mismo urden

de magnitud (Qosterhuis y col, 1985).

Una vez que se conocen las condiciones limitantes del proceso (gradientes en variables
umbientales, falta de nutrientes, estrés hidrodindmica, etc.) el siguiente paso consiste en simular
tales condiciones en hioreactores de laboratorio. El simulador desarrollado can este fin, debe ser
capaz de reproducir el comportamiento de los tanques de gran escald, ya que en esto radica el
exito del escalamiento descendente.  En base al conocimiento generado en la clapa de

simulacidn, es posible optimizar ¢l proceso y después wasladarto u una escala mayor.
2.2.3 Simuladores utilizados en el escalamiento descendente

En fa literatura s¢ encuentran reportados diferentes simuladores para evaluar el efecto de
gradientes de glucosa y acetato (Neubauer y col., 1995), de pH (Davison y Stephanopoulos,
1986) y mis cominmente, gradientes de TOD (Oosterhuis y col., 1985; Katuoka y col.,1986;
Buse ycol., 1992 y Triiger y col., 1992).

Los simuladores de gradientes de TOD mis utilizados consisten en wngues agitados de uno o
dos compartimientos (figura 2-4).  El diseno de los simuludores se¢ han basado en la

consideracidn de que un bioreactor industrial presenta dos zonas que lo caracterizan.
a) Unit zona denominadu como bien mezclada.

b) La region del macromezclado en donde, debido al consumo de oxigeno por los

MICrOOrganismos, se presentin zonas andxicus que pueden resultar eriticas.

Al modeloque explica tal comportamiento s¢ le conoce como el modelo de dus compartimientos
(figura 2-5). El modelo supone una region de micromezclado (fisicamente localizada en las
inmediaciones del impulsor) en donde se logran tensiones de oxigeno adecuadas para el
crecimicnto. La regidn de macromezclado, se refiere a la region originada por el bombeo de los
impulsores. De esta forma, la funcidn objetivo (TOD para este ejentplo) resulta ser una
distribucién normal respecto al tiempo de circulacién (Reuss, 1991).
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Figura 2.4, Sistemas de laboratorio reportados para la realizacion experimental de
escalamiento descendente,

Sin embargo, el modelo de dos comportamientos no simula completamente el comportamiento
de los bioreactores industriales, ya que en realidad se presenta una serie de gradientes de
oxigeno disuelto. Un andlisis que se aproxima mas a la realidad, es el modelo de

multicompartimientos (Reuss, 1991).

Los simuladores de dos compartimientos funcionan mediante la circulacién del medio de cultivo
en dos tanques agitados e interconectados. A uno de ellos se le suministra aire para simular la
regién denominada como bien mezclada y al otro se mantiene en condiciones anaerobias
mediante burbujeo de nitrégeno (simulando las zonas deficientes de oxigeno). Los tiempos de
circulacién en estos simuladores, se manipulan mediante la velocidad de circulacién del medio de
cultive (Oosterhuis y col., 1985). Una variante consiste en un simulador formado por un tanque
agitado (aerobio) y un reactor de flujo piston (RFP). En estos sistemas, los gradientes se logran
mediante el consumo de oxfgeno a lo largo del RFP (Larsson y Enfors, 1985).
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Figura 2.5. Modelo de dos compartimientos para un tanque agitudo con dos turbinas
rusthon, el esquema muestra las regiones de micromezeludo y ¢l
macromezelado (Reuss, 1991).

Los simuladores de un compartimiento pueden estar formados por un bioreactor tipo airlift
(Triiger y col., 1991) o por un tanque agitado (Abel y col., 1994). En estos sistemas, las
oscilaciones de oxfgeno disuelto se logran mediante cambios al azar (Namdev y col., 1993) o
bien cambios periddicos (Kataoka y col., 1986) en la presidn parcial de oxfgeno a la entrada del
bioreactor. Dichos cambios pueden ser en forma de ondas cuadradas, wiangulares o
sinusoidales (figura 2-6). Con lo anterior se pretende simular el trdnsito de los
microorganismos de la zona bien mezclada (cresta de la onda) a las zonas deficientes de oxigeno
(valle de 1a onda).

La tabla 2-2 resume las ventajas y desventajas que ticnen los simuladores de uno y dos
compartimicntos. Cabe resaltar que la mayorfa de los simuladores de un compartimiento
reportados son de lazo abierto y muy pocos utilizan control de lazo cerrado (Triiger y col.,
1991).

Un sistema con control de lazo cerrado para TOD, es aquel que cuenta con un sensor de TOD
para monitorear ¢l estado del proceso, el valor obtenido se compara con un valor predeterminado
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(setpoint) y en caso de ser necesario, se corrige mediante Ta accion de actuadores (agitacidn,
villvulus de aire, controladores de Hujo mdsico, ete.). Por el contrariv, en los sistemas de lazo

abierto para TOD, se establece un pertil en los actuadores y la sefial {TOD) es dnicamente

monitoreada.
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Figurs 2-6. Tipos de ondas utilizadas en la metodologin del escalimniento descendente,
]

2.2.4 Trabajos reportados utilizando fluctuaciones de TOD

Can la finalidud de conocer el comportamiento o “desviaciones™ metabidlicas que pudiesen
presentarse como consecuencia del mal mezelado, varios autores han evaluado el
comportamiento de diferentes procesos ante las tluctuaciones de oxigeno que se presentan a

escala industeial.
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Sistema Configuracion | Microorganismo Ventajas Desventiajas Referencii
-Facil operacidn | -Lazo abierto
-Bajo costo -Un solo t¢
P. aeroginosa -Un solo tanque | -Altos esfuerzos de | Kataoka y col,,
corte 1986
-Limitacién por
Tanque kpa
Agitado -FAcil operacién | -Altos esfuerzos de
Un -Bajo costo corte
compartimiento E. coli -Un solo tanque | -Limitacién por Este trabajo
-Lazo cerrado kia
-Un solo t¢
-Fécil operacidn | -No logra perfiles
-Bajo costo por debajo de 10
- , -Unsolo tanque | % TOD Trigery col,,
Airlift A. niger -Lazo ocmxd(()‘ Unsolotc 199gl ’
-Limitacion por
kpLa
-Varios (¢ -Cambio escalén
-Altos esfuerzos de
Dos tanques | B. subtilis corte Amanuliah y
Dos agitados -Daoble equipo col,, 1992
compartimientos -Varios tc -Cambios
Tanque agitado ‘escalonados
y Flujo pistén } 8. cerevisiae -Altos esfuerzos de | Abel y col.,
corte 1994
-Doble equipo

Tabla 2.2, Ventajas y desventajas de los simuladores de gradientes de TOD reportados en la
literatura,

Kataoka y col. (1986) disefiaron un sistema para simular los gradientes de presion y de
concentracién de oxfgeno disuelto de los reactores de columna, utilizados para el tratamiento de
aguas. El sistema consistié en un tanque agitado sometido a cambios periédicos (ondas
triangulares) en la presion de los gases a la entrada del reactor (perfodos de onda de 1- 10 miny
presién total de 1 a 6 atm). Como modelo biolégico utilizaron una Pseudomona aeruginosa.
Sus resultados moslraron que al aumentar la concentracién de oxigeno disuelto de 10 a 70 ppm,
el rendimiento celular y la velocidad especifica de crecimiento decrecieron de 0.4 a0.15 g/g y de
0.5220.15 h-!, respectivamente. Concluyeron que el rendimiento solo fue afectado a perfodos
menores a 4 min y la velocidad especifica de consumo de glucosa no fue afectada por el periodo
de oscilacidn.

Triiger y col. (1991) desarrollaron un simulador de gradientes de TOD utilizando un reactor Lipo
airlift controlado por un algoritmo proporcional integral derivativo (PID). Como instrumento de

medici6n, utilizaron dos electrodos, uno con constante de tiempo (tg) de 18 s y olro con tg= 3 s.
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Probaron el equipo en agua y en cultivos de A. niger y encontraron que resultaba mas dificil
lograr perfiles oscilatorios en los cultivos, debido al consumo de oxigeno por parte de los
microorganismos. Los autores lograron oscilaciones reproducibles a ejes de oscilacién de 100 %
y amplitud de 60 % TOD. El periodo utilizado fue de 160 s. Sin embargo, no lograron
{luctuaciones por debajo de 10 % TOD. Para subsanar la limitacion, propusieron un sistema de
lazo abierto en donde la ecuacidn sinusoidal fue incorporada en el flujo de oxigeno a la entrada
del bioreactor. La nueva configuracién resultd mis adecuada que el control de lazo cerrado para
generar {luctuaciones por debajo de 10 % TOD. El sistema previamente optimizado, se utilizé
para evaluar el efecto de la TOD oscilante sobre la produceidn de dcido glucénico por A. niger .
Los resultados mostraron que la velocidad mdxima de produccién se alectd solo a perfodos de
200 s, no asf 1 90 y 140 s. En cuanto al crecimiento cetular, los pardmetros evaluados (fase lag,
biomasa obtenida al final de la fase exponencial y velocidad especitica de crecimiento) no fueron

afectadas por las oscilaciones en la TOD (Triiger y col., 1992).

Amanullah y col. (1992), describieron la utilidad de un sistema de dos compartimientos
interconectados entre sf. Uno de los compartimientos fue burbujeado con aire, simulando la
zona del reactor considerada camo bien mezclada, y otro reactor en donde se eliminaba el
oxfgeno con nitrégeno (simulando las zonas muertas). El sistema fue utilizado para evaluar el
efecto de las tluctuaciones de axigeno sobre la produccidén de butanodiol por Bacillus subtilis.
Probaron tiempos de circulacidn de 20 a 300 s mediante Ia manipulacidn del flujo del caldo de
cultivo entre los dos campartimientos. Sus resultados mastraron que la biomasa y la velocidad
especifica de crecimiento disminufan conforme aumentaba el tiempo de circulacién.  Sin
embargo, ja concentracién de acetofna y butanodiol aumentaban, favoreciéndose mds este iltimo
(Amanullah y col. 1993).

Abel y col. (1994) disefiaran un simulador de TOD utilizando un tanque agitado en donde las
oscilaciones de TOD se lograban mediante la manipulacidn de la composicidn de los gases a la
entrada del reactor. El simulador contaba ademis con un reactor de flujo pistén, para simular
diferentes t;. Con tal equipo, los autores estudiaron el efecto de las fluctuaciones de TOD sobre
la produccién de biomasa de Saccharomyces cerevisiae, a diferentes tiempos de retencion en el
reactor de tlujo piston. Encontraron que al aumentar el tiempo de residencia de 1 a 5 min, la
biomasa y el rendimiento celular por unidad de glucosa no se afectaron, sin embargo, la méxima
concentracién de etanol tendié a aumentar. Por el contrario, el rendimiento celular por unidad de
etanol disminuyG de 0.46 a (.38 geer /Zetanol-



Antecedenies

Suphantharika y col. (1995), evaluaron el efecto de las oscilaciones de TOD en la produccion de
dificidina en cultivos por lote de Bacillus subiilis. Las oscilaciones de TOD se obtuvieron
mediante la manipulacién de la composicién de los gases de entrada a través de vdlvulas
solenoides. Probaron ejes de oscilacidn de 15, 30y 40 % y amplitudes de onda de § a 10 % de
TOD. Los perfodos de oscilacidn del oxfgeno en la fase gascosa fueron de 60's. La constante
de tiempo del electrodo utilizado fue de 14 5. Sus resultados mostraron que al disminuir el eje
de la oscilucion de 40 a 15 % de TOD, lu velocidad volumétrica total de produceién de dificidina
decreci6 de 4 a 2.85 mg/L-h. De la misma manera, la biomasa obtenida disminuyd de 4.65 a
3.8 g/L.. Los vulores obtenidos de velocidad de produccidn y de biomasa en los cultivos con
TOD oscilante, fueron menores que los registrados en cultivos 1 TOD constante.

Cortés (1995) evalud el efecto de lus oscilaciones de TOD sobre la produccién de p-galactosidasa
por Kluyveromyces fragilis.. Utilizé un algoritmo de control PID y una funcidn sinusoidal para
generar los ambientes fluctuantes de TOD. En sus cultivos utilizé un eje de oscilacidn de 10 %,
amplitud de 10 % y perfodos de oscilucién de 300, 600 y 1200 s. Las experimentos se
realizaron en un sistema similar al descrito en este trabajo. Sus resultados maostraron que las
oscilaciones probadas no afectaron el rendimiento ni la velocidad especitica de crecimiento
obtenida en las diferentes cultivos. Sin embargo, la actividad especifica de B-galactosidusa
tendid a aumentar de 2,020 4 2,790 U/g a medida que el perfodo de oscitacidn decrecta de 1,200
2 300 s.

Poco se sabe acerca del efecto vcasionado por los gradientes de oxigeno sobre microorganismos
manipulados genéticamente.  Sin embargo, debido a la gran wtilidad que presentan en Ja
actualidad, algunos investigadores han empezado a realizar estudios de escalamiento descendente

con micraorganismos recombinantes.

Caunt y col., (1990) realizaron cultivos continuos a TOD oscilante con S. cerevisiae
YNI124/pLG669-Z para producir B-galactosidasa. Las oscilaciones de TOD se lograron
mediante la manipulacién con oscilaciones cuadradas de la composicién de los gases a la entrada
del reactor. Encontraron que, en la ausencia de cambios ciclicos, la fraccién de células
conteniendo pldsmido disminuyd de (.6 a (1.4, despuds de 6() generaciones. Por otra parte, los
cultivos con TOD oscilante mostraron una poblaci6n en donde la fraceién celular conteniendo
plismido permanecié constante en (.6, casi por 100 generaciones. Concluyeron que la
estabilidad del plismido, que mejoré bajo condiciones de TOD oscilante, estaba intimamente
relacionada con la velocidad espectfica de crecimiento, De tal forma que al oscilar el oxfgeno
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disuelto, la velocidad especifica de crecimiento presenta también un comportamiento oscilatorio,
Los autores propusieron que la generacién de tfluctuaciones de TOD puede ser utilizada como

una herramienta para estabilizar cepas recombinantes.

Namdev y col., (1993) evalvaron ¢l efecto de las fluctuaciones sobre la produccién de
B-galactosidasa por E. coli DhSa/pUC19. El perfodo de las fluctuaciones fue seleccionado por
un algoritmo de eleccidn al azar, denominado como “Monte Carlo”, que utiliza una funcién
logaritmo de distribucién normal (media de 20 s y desviacion estindar de 8.9 s), lo anterior para
simular (¢ de 8 a 44 5. El equipo funcionaba de la siguiente manera: una vez seleccionado el te,
el sistema burbujeaba aire por 5 s y luego suprimfa la aireacién por ¢l mismo tiempo. Sus
resultados mostraron que los niveles de biomasa alcanzados al final del cultivo, fueron similares
a los obtenidos en cultivos control (cultivos con aireacién constante). Sin embargo, la fase de
crecimiento exponencial fue ligeramente mayor en los cultivos con fluctuaciones. No
encontraron efecto sobre la actividad de p-galactosidasa, a pesar de que el plismido se
amplificaba en los experimentos con aireacién continua. Concluyeron que la amplificacion del
pldsmido, sin obtener un incremento en la actividad enzimdtica, pudo deberse a una
a-complementacién que resultd el paso limitante en la obtencién de actividad enzimdtica. La
falta de amplificacién en los cultivos con tluctuaciones sugirié que el oxfgeno pudo regular la
expresion del plasmido.

Hopkings y col., (1987) evaluaron el comportamiento de cultivos de E. coli /[pKN401 sometidos
a choques de oxigeno disuelto mediante la interrupcién de la aireacion. Encontraron que las
células recombinantes fueron altamente inestables a las perturbaciones a las que fueron
sometidas,

Cabe enfatizar que los trabajos discutidos anteriormente, son todos los que se han reportado en
donde el microorganismo utilizado contenga DNA recombinante. Asf mismo, hasta la techa no
se han establecido mecanismos que expliquen la interaccion entre el oxigeno disuelto y la
estabilidad de pldsmidos recombinantes (Namdev y col., 1993). A la fecha, no hay reportes en
donde se evaliie el efecto de ambientes de TOD oscilante sobre la produccidn de la PA.
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2.3 Modelo de estudio: la penicilino acilasa

2.3.1 Penicilinas semisintéticas

Las penicilinas G y V (figura 2-7) son antibi6ticos naturales producidos por diferentes
especies de Penicillium sp. y fueron de los primeros antibi6ticos utilizados en el tratamiento de
enfermedades bacterianas. Sin embargo, con el tiempo fueron apareciendo cepas resistentes al
antibidtico (cepas con actividad f-lactdémica) y Ia penicilina perdié eficacia en el campo de la
medicina, El descubrimiento de que la actividad bactericida se debe a una estructura en comin,
el 4cido 6-amino penicildnico (6-APA), sugirié la posibilidad de crear moléculas con
modificaciones en las cadenas laterales de la penicilina G y asf generar moléculas que no fuesen
sustrato fécil de hidrolizar por las B-lactamasas. A este tipo de penicilinas modificadas se les
coiloce como penicilinas semisintéticas.

Q

RC-HN, s\t Cadena lateral (R)  Nombre
I i,
CoHsCHa- Penicilina G

F—N coolt CeHsOCH2- Penicilina V

Figura 2.7. Estructura de las penicilinas naturales.

La materia prima para la elaboraci6n de los nuevos antibi6ticos es el niicleo de 6-APA. Este
compuesto se puede obtener por sintesis orgdnica, sin embargo, el proceso quimico para la
generacién de 6-APA no resulta atractivo por su complejidad. En contraste, a partir del
descubrimiento de la penicilino acilasa de Penicillium chrysogenum , fue posible la produccién
de 6-APA por métodos enzimdticos.

2.3.2 Penicilino acilasa

La enzima penicilino acilasa (PA) o penicilino aminobidrolasa (EC 3.5.1.11) cataliza la hidrélisis
de la penicilina G o V liberando como productos 6-APA y dcido fenilacético (figura 2-8).

La PA es producida por una gran variedad de hongos filamen‘tosos. levaduras y bacterias,
siendo Ja de Escherichia coli de las més estudiadas (Duggleby y col., 1995).
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Figura 2-8. Obtencién de 6-APA por via enzimitica.

La expresién in vivo de 1a PA de E. coli es regulada por la temperatura y por el dcido fenilacético
(AFA), por lo cual se piensa que participa en la incorporacién de compuestos arométicos para
ser utilizados como fuente de carbono por el microorganismo en vida libre (Burlingame y
Chapman, 1983).

2.3.3 Biologia molecular de PA proveniente de E. coli

La PA es una protefna heterodimérica (aB) localizada en la regi6n peripldsmica de la bacteria
(figura 2-9). La forma activa se obtiene después de una seric de modificaciones post-
traduccionales en ¢l polipéptido precursor. A este proceso se le conoce como maduracién. Los
cortes proteolfticos ocurren de la siguiente manera:

1. Escisién del péptido seiial (26 aminodcidos) que direcciona a la protefna al espacio
peripldsmico (Schumacher y col, 1986).

2. Escisi6én del péptido conector (54 aminodcidos) de las subunidades o y f3, que participaen el
plegamiento (folding) de la protefna (Daumy y col., 1985a, Daumy y col., 1985b y Sizmann y
col., 1990).

Las modificaciones post-traduccionales son regularmente encontradas en sistemas eucariotes y
en virus de animales, pero raramente encontrados en microorganismos procariotes (Oliver y
col., 1985).

Se ha reportado que el proceso de maduracién del precursor de PA puede ser blogueado cuando
el crecimiento de la bacteria se realiza a temperaturas superiores a 30°C (Schumacher y col.,
1986), por el contrario, la acumulacién del precursor puede ser favorecido por la adicién de
sustratos no metabolizables como sacarosa o glicerol (Schetrer y col., 1994). De tal forma que
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el proceso de maduracién puede Hegar a ser el paso limitante para la sobreproduccién de PA por
E. coli recombinante (Choi y col., 1992).

235 Subunidad o 26 Péptido sefial |
Met

Péptido conector

289 _sitio activo

Flgura 2:9. Precursor de la penicilino acllasa (modificado de Sizmann y col,, 1990),

El centro catalitico de la PA estd formado por un solo aminodcido, la serina, Se sabe que la
sustitucién de la serina del sitio catalitico por cisteina, inactiva la enzima (Slade y col., 1991)
mientras que la sustitucién por argining, treonina o glicina, ademds de inactivar a la enzima,
evitan el procesamiento post-traduccional (Choi y col., 1992).

La sfntesis de PA de cepas nativas de E. coli es inducida por el dcido fenilacético (AFA) y
catabdlicamente reprimida por glucosa, fructosa, lactosa y glicerol (Schewale y Sivaraman,
1989). Dichas caracteristicas resultan poco atractivas para la utilizacién de ese tipo de cepas,
pues es bien conocido que el AFA inhibe el crecimiento de la bacteria y la represién catab6lica
por azidcares, evita la utilizacién de estas sustancias como fuente de carbono. De aquf la
importancia de construir cepas recombinantes en donde la induccién pueda ser controlada de una
forma m4s adecuada (Schiimacher y col, 1986).

El gene que codifica para 1a PA se le conoce como gene pac. La expresion de este gene puede

estar regulada por la temperatura (Robas y col., 1993), niveles de oxfgeno (Shewale y
Sivaraman, 1989), glucosa (Schimer y col., 1984) y 4cido fenitacético (Robas y col., 1993).
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2.3.4. Produccion de PA

La gran importancia comercial de la PA se evidencia en que el catalizador ocupa el segundo lugar
de venta de enzimas inmovilizadas a nivel mundial, con un mercado de 6 millones de délares
anuales (Ospina y col, 1992). Con la finalidad de satisfacer la demanda del catalizador, se han
desarrollado estrategias de cultivo, como el uso de cultivos continuos (Lee y Chang, 1988),
cultivos en reactor con recirculacion o de semiperfusién (Lee y Chang, 1990) y cultivos en lote
exponencialmente alimentados (Ramirez y col., 1994a). La biologfa molecular, por su parte,
propone el uso de microorganismos recombinantes como una alternativa adicional para obtener
cepas hiperproductoras (Schewale y Sivaraman, 1989; Bhattacharya y col., 1993 y Ramfrez y
col., 1994b). La tabla 2-3 muestra un resumen de algunos de los procesos de produccién de
PA reportados en la literatura, '

Sin embargo, para satisfacer la demanda de PA, se requieren cultivos de gran volumen en donde
la formacién de gradientes es inevitable,

Proceso Cepa Actividad | Productividad | Reactor Referencia
U/mgcel, Ulgeerh (volumen)
B ATCC 11105 0.11 9.20 TA (10 L) | Gebauer y col,, 1987
B | ATCC 11105 0.11 13.8 AL (60 L) | Gebauer y col., 1987
P |HBI10l/pPAKS? 6.00t 17.71 RRM(0.5L) | Lee y Chang, 1990
B | DH 5/pUSAD2 0.08 2.70 TA (0.5 L) | Bhattacharya y col., 1993
FB |[IMIOI/pPA102 | 2.00 13.9** TA (2 L) |Ramfrezy col., 1994a
B | IMI101/pPA102 0.10 8.30 TA (1-2 L) | Ramfrez y col,, 1994b

:U/mg protefna, **:U/g protefna, T: pmol/h, B: Lote, FB: Lote alimentado, P; Perfusion, TA: Tanque agitado,
AL: Airlifi, RRM: Reactor reciclado con inembrana.

Tabla 2-3. Algunos procesos de producciin de PA,
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Capitulo III

Objetivos
Objetivo general
Diseiiar y caracterizar un sistema de un compartimiento con control retroalimentado, para
simular gradientes de oxfgeno disuelto. Aplicar el simulador en el proceso de produccién de
penicilino acilasa por Escherichia coli recombinante.

Objetivos especificos

Para el simulador

1. Disefiar y caracterizar dinfmicamente el simulador de gradientes de TOD.

2. Seleccionar las condiciones operacionales y el perfil predeterminado mds adecuado, para la
generacién de perfiles oscilatorios de oxfgeno disuelto.

Para el modelo bioldgico

1. Realizar cultivos a tensiones de oxigeno disuelto constante y oscilante, y evaluar su efecto
sobre:

a) La velocidad especffica de crecimiento,
b) El rendimiento celular.

¢) La produccién de penicilino acilasa.

d) La generaci6n de otros metabolitos.

2. Evaluar el efecto del pH, concentracién de acetato y de la tensién de oxfgeno disuelto sobre
la maduraci6n del precursor de penicilino acilasa durante la fase estacionaria.
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Capitulo IV
Materiales y métodos
4.1 Diseiio del simulador

El sistema experimental consistié de dos componentes principales: el bioreactor y el sistema
computarizado de control, despliegue y adquisicién de datos (SCAD).

4.1.1 Sistema de fermentacién

El simulado; estd constituido por un bioreactor de 1 litro (Virtis) con soporte (Omniculture),
mediante el cual fue posible manipular la velocidad de agitacién y controlar la temperatura del
medio de cultivo. El bioreactor fue equipado con 2 turbinas Rushton (Di/D=0.5) de seis
paletas planas y la aireacién fue mediante burbujeo a través de un difusor de 5 orificios de ca.
1 mm de didmetro. Las corrientes de los gases, tanto a la entrada como a la salida del
fermentador, fueron filtradas a través de membranas (Millipore) de 0.2 pin de poro.

El oxigeno disuelto se midi6 con un electrodo polarogrifico (Ingold) y el pH a wravés de un
electrodo de vidrio (pHoenix), ambos esterilizables. El oxigeno disuelto en todos los casos se
reportd como porcentaje de saturacién con respecto al aire en agua a4 29 °C y
aproximadamente (.85 atm. de presién. La sefial de los electrodos se amplificd en el intervalo
de 0 a 5 VCC (amplificadores Ingold) y se adquirié en una computadora Macintosh 1I S1 a
través de los convertidores andlogos/digitales (A/D) de una tarjeta de interfase Mac ADIOS
APO (GW Instruments).

A través de un algoritmo de control, descrito en detalle mds adelante, las sefiales adquiridas se
almacenan en disco duro y se despliegan en linea sobre la pantalla de la computadora, tanto ¢n
forma gréfica como en forma numérica. Los valores asf adquiridos son procesados y las
variables secundarias son calculadas, mediante las cuales se toma la acci6n de control para
mantener el oxfgeno disuelto en el valor deseado. Tal accidn de control se toma mediante
seales analégicas enviadas por la tarjeta de interfase a través de los convertidores
digitales/analdgicos (D/A) a dos controladores de flujo mdsico (Brooks): uno para nitrdgeno y
otro para ox{geno, ambos de una capacidad de 1,000 ml/min (0 a 5 VCC).
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El pH se controld a 6.9 + 0.2, mediante una subrutina “On/Off” (prendido/apagado) usando
soluciones de NaOH 2 Ny de HaSOy4 2 N, dositicadas a través de dos bombas peristilticas
(Cole Parmer) conectadas a relevadores (Opto-22).  El sistema de control acciona los
relevadores a través de canales de salida digital (+ 5 VCC), los cuales convierten la sefial
digital de la computadora a 120 VCA, resultando en el encendido o apagado de las bombas.
La figura 4-1 muestra un esquema global del sistema de fermentacidn,

Computora
Macimosh -8}

GW-Basic interface

ynmu‘nm‘a — b—%f 00

SALIDA

TR DIGITAL
10000000~
‘q]0000008:!

ENTRADA SALIDA

ANALOGA ANALOGA

1 ~|ReLevacores

TANQUES

BIOREACTOR

BOMBAS
PERISTALTICAS

ACIDO BASE

Figura 4-1, Esquema del sistema de control y adquisicién de datos (Aguilar-Aguila y col,, 1993).
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4.1.2 Programa de control

El componente central para el funcionamiento del simulador es el programa de control, escrito
en Microsoft Quick-Basic. El programa fuente (escrito y detallado por Aguilar-Aguila y col.
(1993}), fue moditicado y adaptado para las necesidades del proyecto. El listado del programa
resultante se muestra en el apéndice B, La primera parte del programa, consiste en la
introduccién de los datos de fermentacién y control, proporcionados por el usuario, y en la
inicializacién de pardmetros necesarios (i.e.. cronémetros y contadores para ¢l tiempo de
control y el tiempo de adquisicién de datos). Enseguida se Hevan a cabo el resto de las
subrutinas, cada una con una funcién determinada: controlar, leer, desplegar o almucenar
datos.

La subrutina de control de TOD se basa en un algoritmo retroalimentado proporcional-
integral-derivativa (PID) cuyo diagrama de blogues se muestra en la figura 4-2. De esta
forma, en la computadora se compara el valor de oxfgeno disuelto deseado (sefpoint o punto
de control) con la lectura proporcionada por el sensor (elemento de medicién). De acuerdo a
esta diferencia o “error” se establece la accién de control sobre el proceso fermentativo. De
esta manera los controladores de flujo mdsico actian aumentado o disminuyendo los flujos
individuales de oxigeno y de nitrégeno (variables manipuladas), para cambiar la composicidn
del gas de alimentaci6n, pero manteniendo el flujo total constante,

El programa utiliza la forma discretizada del control PID dada por la ecuacién 4-1.

0,%=0,%,_,+Ke ( 1+ -gl + -%;LJE —(1 " %—'—)h, +(%]En_z @-1)
}
Donde:
0% = % flujo de oxigeno actual
0;%n-1 =% flujo de ox{geno anterior
¢ = tiempo de control
Ke = constante proporcional
Ti = constante integral
T4 = constante derivativa
En = error actual
Ep.y = error anterior
En-2 = errar anterior a dos tiempos
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Las constantes de control (Kc, T, Tq), se determinaron a través de métodos de afinacién
convencionales (descritos en la seccién 4.2.5) y se fijaron al inicio de los experimentos.
Cuando era necesario, se modificaban en Ifnea durante el transcurso del experimento.

Entrada de Inicializacién de Recepeién g
@ dalos hl variables de sefales ©

Tiempo

sspliegue Conversién
de Al Despliegue en g

pantalla de seiiales

Generar perfil

Salvar al | :
del setpoint

disco

Control PID ﬂ—-———-———"—

e Si Mandar sefiales a los
actuadores

No

T alm, = Tiempo de almacenamicnto
® T ferm. = Tiempo de la fermentacidn

Figura 4-2, Diagrama de flujo del programa de control.

4.2 Caracterizacion del simulador
4.2.1 Determinacién de la constante de tiempo del electrodo de TOD

Para determinar la constante de tiempo del electrodo, se midid la respuesta transitoria en
funcién del tiempo, al pasar rdpidamente el electrodo de un matraz con agua previamente '
deaireada con nitrégeno (0 % TQOD), a otro con agua aireada y con agitacién (100 % TOD), tal
y como se esquematiza en la figura 4-3. A partir de la curva de respuesta, la constante de
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tiempo se tomé como el tiempo necesario para obtener el 63.2 % de la respuesta del electrodo

(seccidn A, 1.2).
Srnanll
Electrodo de A
Mg_,_ L TOD ire D

r »
o (° {0 o o° (¢ %o
° 9, °
° o °
° 0
00 ¢ o o o0 ® o o
ras——

C ][ |
®

Matraz 1 Matraz 2
Figura 4-3. Arreglo experimental para la determinacién de Ia constante de tiempo del electrodo de TOD.

4.2.2 Determinacién de la constante de tiempo del sistema de fermentacién

A diferencia del método para determinar la constante de tiempo del electrodo, en este caso no
se cambia sdbitamente de 0 a 100 % TOD. La tcnica consiste en desorber el oxfgeno con
nitrégeno hasta 0 % TOD. Enseguida se renueva la aireacién o bien se da un cambio
escalonado en el flujo de oxfgeno y se mide la respuesta transitoria de la variable de salida
(TOD), hasta que se alcance un nuevo estado estacionario. La constante de tiempo se tomé
como el tiempo necesario para alcanzar el 63.2 % de la respuesta final (seccidn A.1.3).

4.2.3 Respuesta del simulador a cambios escalonados en la variable de
entrada

El estudio consisti6 en cambios escalonados en el flujo de oxfgeno de 10 % de magnitud, y
obtener la curva de reacci6n del proceso. Se utiliz6 medio de cultivo libre de células. El
experimento se realizé probando velocidades de agitacién de 100 a 850 rpm y flujo total de
gases de 0.6 y 1.0 vvm. De la curva de reaccién del proceso, se midi6 el tiempo muerto (Td),
definido como el tiempo que tarda el sistema en responder ante la perturbacién a la que fue
sometido, la velocidad méxima de respuesta (VRS) y la constante de tiempo del sistema (Ts).
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4.2.4 Respuesta del simulador a cambios sinusoidales en el flujo de oxigeno
ala entrada

El estudio consistid en someter al simulador a cambios sinusoidales en el flujo de oxfgeno
(variable de entrada) y obtener la respuesta en el oxigeno disuelto (variable de salida), Se
utilizé agua a 29°C, flujo total de gases a la entrada de 600 cm3/min y 600 rpm de agitacidn.
La sefial de salida (TOD) fue registrada en funcién del tiempo y comparada con la funcién

seno de la entrada.
4.2.5 Determinacion de las constantes de control

La determinacidn se realiz6 a través el método de la curva de reaccién del proceso. El método
consiste en someter el sistema a cambios escalonados en la variable de entrada (flujo de 02) y
medir la respuesta transitoria de la variable medida (TOD). Una curva de reaccidn del proceso
tipica se muestra en la figura 4-4. Para estimar el valor de las constantes se utilizé el criterio
de Ziegler-Nichols (Bushell, 1988) para control PID, las cuales se definen como:

1.2

K= —= 4-2)
Td . S
T = 2Ty 4-3)
Td
Ty = — 4-4
‘= (4-4)

donde:

VRS = pendiente de la recta tangente en el punto de inflexién de la curva de reaccién del

proceso.

Tu= tiempo en el que la tangente intercepta a la recta del estado cuasiestable de la variable
medida (% de TOD) de 1a curva de reaccién del proceso.

MO= magnitud del cambio de la variable manipulada (flujo de Oy).



Marteriales y métodos

Los cambios escalonados en el flujo de Oy, se realizaron en las wes fases de crecimiento
celular (fase lag, exponencial y estacionaria). Las condiciones de cullivo fueron: aireacion de
600 cm3/min, 500 rpm de agitacién , temperatura de 29°C ypH 7.0.

® 50 [ .
d “ ------
o “r E
= - i
30 i
L B.=4l%
200k Td=0.049 VRS=961.6 M E
10 :
0' PVl S e S Gk e i W i Wy WO

0 0.05 0.1 0.15 0.2
Tiempo, h

Figura 4-4. Curva tipica de reaceién del proceso.

El valor de la pendiente en el punto de inflexion (VRS), se obtuvo graficando la relacién del
incremento en TOD y el incremento en tiempo vs tiempo.

4.2.6 Generacion de perfiles oscilantes de TOD

El programa de control descrito anteriormente, tiene la opcién de fijar -en forma
predeterminada- el perfil de oxfgeno disuelto que se desea en la fermentacién. Con el fin de
obtener oscilaciones de TOD, se probaron perfiles predeterminados sinusoidales y cuadrados
mediante la incorporacién de subrutinas con la ecuacién sinusoidal o bien algoritmos para
generar ondas cuadradas. Para evaluar el comportamiento de la respuesta ante tales perfiles
oscilatorios, se realizaron corridas del programa de control en igualdad de condiciones de
operacién y de control enumeradas en las tablas 4-1 y 4-2, respectivamente. El experimento
se realizd en medio de cultivo libre de células y utilizando mezclas de aire-nitrégeno.

Para el perfil sinusoidal, el punto de control de TOD se calculé por medio de la siguiente
ecuacién sinusoidal:

TOD =E + AScn(-zg—[) (4-6)
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Para el perfil cuadrado el algoritmo utilizado fue:

Dtk %— =TOD=E+A

-9.<.t<29- =TOD=E~-A
2 2 “4-7)
2%5t<39- =TOD=E+A
etc.
donde:
A Amplitud de 1a onda (%TOD)
E Eje de oscilacién (% TOD)
Q Periodo de oscilacidn (s)
T Tiempo de termentacién (s)
n 3.1416
Constantes de control Valor
Ganancia 2.5
Cte. integral s
Variable de operacién | Valor Cie. derivativa 518s
Agitacién 500 rpm Tiempo de coutrol 20 s
Aireacién 0.6 vvin Tiempo de adquisicién 10 s
Temperatura 29°C Eje 25%
Presién 30 gsi Amplitud 25%
Perfodo 400 s
Tabla 4-1. Condiciones de operacidn ‘Tahta 4-2. Condiciones de control

4.3 Proceso de produccion de penicilino acilasa
4.3.1 Microorganismo

Se utiliz6 1a cepa de Escherichia coli IM101 transformada con el plismido pPA102 (Merino,
1992). El pldsmido contiene un gene que le confiere a E. coli resistencia a kanamicina y
también el gene de la enzima penicilino acilasa, denominado pac. La sintesis de la enzima
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estd regulada por ¢l promotor Lac Z (figura 4-5). Esto permite la induccién exégena,
utilizando andlogos de la lactosa como el isopropil-tio-B-D-galactopirandsido (IPTG). Merino
(1992), reporta con detalle la construccién del vehfculo molecular.

Smal

Nhe |
SDpac
LacZ
SD LacZ

Ori

Figura 4.5, Mapa genético del plismido pPA102 (Merino, 1992).

4.3.2 Medios de cultivo

Los medios para conservacioén y para cultivo en bioreactor se prepararon como s¢ describe en
las tablas 4-3, 4-4 y 4-5, respectivamente.

Reactivos: g/L.
NaCl (Baker) | 10.0
Bactotriptona (Difco) 10.0
Extracto de levadura (Difco) 5.0
Kanamicina (Sigma)* 35.0 mg/L

Tabla 4-3. Medlo Luria
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Reactivos: g/L
NuCl (Buker) 10.0
Bactotriptona (Difco) 10.0
Extracto de levadura (Difco) 5.0
Bacto-Agar (Difco) 15.0
Kanamicina (Sigma)* 35.0 mg/L

Tahla 4-4, Agar Luria

. Reactivos : p/L
Glucosa ( Baker) 5.0
(NH4)2HPO4 (Buker) 35
KH2PO4 (Buker) 3.5
MgS04.7H20 (Baker) 1.0
Tiamina (Sigma)* 4.0 ng/L
Kanamicina (Sigma)* 35mg/L.
Solucién de elementos traza* 3.0 mV/L

‘ IPTG* (Sigmu) 25 uM

Tabla 4-5, Medio BSg

El medio de cultivo designado como BSgl, se prepara adicionando 5.0 g/L. de extracto de

levadura (Difco) al medio BSg.

La glucosa y el sulfato de magnesio deben esterilizarse por separado de las soluciones de
fosfato, para evitar la caramelizacién de la fuente de carbono.

A los medios de cultivo BSg y BSgl se les ajust el pH a 7.4 con NaOH 10N, y se esterilizaron
en autoclave a 120°C por 15 minutos. Los reactivos marcados con un asterisco (*), se
agregaron al medio estéril a temperatura ambiente, después de ser esterilizados por filtracién
(apéndice C).

4.3.3 Conservacion del microorganismo

La cepa se conservé en liofilizados hasta su uso y se procesé comao sigue: se resuspendid el
liofilizado en 100 m] de medio Luria y se incubd por 8 h a 29°C y 250 rpm. Una vez crecida
la cepa, se estriaron de 5 a 7 cajas con agar Luria, para luego ser incubadas a 29° C por 12 h.
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Posteriormente, las cajas Petri se mantuvieron en refrigeracion hasta su uso. Al término de un
mes, a partir de la fecha de apertura del liofilizado, fas cajas fueron desechadas y se repitié el

mismo procedimiento.

4.3.4 Inoculos

El in6culo en todos los experimentos cansistio en una azada de colonias aisladas de las placas
descritas con anterioridad. Se inoculd 100 mi de medio BSgl contenidos en un matraz
Erlenmeyer de 250 ml y s¢ incubé de 10 a 12 ha 29°C y 250 rpm. La cantidad de indeulo
utilizada par los experimentos en reactor, fue la necesaria para obtener una densidad dptica
inicial entre 0.2 y (1.3

4.3.5 Muestreo

Durante el transcurso de los experimentos, se tomaron muestras de 4 ml, las cuales se
centrifugaron 10 min a 4,000 rpm en una centrifuga clinica (Dynac 1I). El sobrenadante se
congelé para posteriormente medir glucosa y dcidos orgdnicos.  El peller de células, se
resuspendié en 4 ml de buffer de fosfatos (pH 7.8) y se muntuvo en refrigeracién para analizar
actividad enzimdtica (no excedié de 24 h para este andlisis).

4.3.6 Métodos analiticos
4,3.6.1 Determinacion de hiomasa

La densidad 6ptica de los cultivos se midid en un espectrofotémetro (Beckman DU 650) a
620 nm y posteriormente se correlaciond con una curva estindar (apéndice D.1) para
reportarse en peso seco (g/L).

Las unidades formadoras de colonias (UFC), se obtuvieron mediante diluciones exponenciales

en solucion salina y siembra en cajas Petri con agar Luria, con y sin kanamicina,
simultdneamente.

4.3.6.2 Determinacion de glucosa

Se mididé fuera de lfnea en un analizador YSI modelo 2700 Select Biochemistry Analyzer
(Yellow Spring Instrument Co., Inc).
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Posteriormente, las cajas Peut se mantuvieron en refrigeracion hasta su uso. Altérmino de un
mes, a partir de la fecha de apertura del liofilizado, las cajas fueron desechadas y se repitié el

mismo procedimiento.

4.3.4 Inoculos

El in6culo en todos los experimentos consistié en una azada de colonias aisladas de las placas
descritas con anterioridad. Se inoculd 100 ml de medio BSgl contenidos en un matraz
Erlenmeyer de 250 ml y se incubd de 10 a 12 b 29°C y 250 rpm. La cantidad de indeulo
utilizada par los experimentos en reactor, fue la necesaria para obtener una densidad dptica

inicial entre ().2 y 0.3.

4.3.5 Muestreo

Durante el transcurso de fos experimentos, s¢ tomaron muestras de 4 mi, las cuales se
centrifugaron 10 min a 4,000 rpm en una centrffuga clinica (Dynac 11).  El sobrenadante se
congelé para posteriormente medir glucosa y dcidos orgdnicos. El peller de célulus, se
resuspendi6 en 4 ml de buffer de fosfatos (pH 7.8) y se mantuvo en refrigeracion para analizay

actividad enzimdtica (no excedid de 24 h para este andlisis).

4.3.6 Métodos analiticos

4,3.6.1 Determinacion de biomasa

La densidad Gptica de los cultivos se midié en un espectrofotdmetro (Beckman DU 630) a
620 nm y posteriormente se correlacioné con una curva estindar (apéndice D.1) para
reportarse en peso seco (g/L).

Las unidades formadoras de colonias (UFC), se obtuvieron mediante diluciones exponenciales
en solucién salina y siembra en cajas Petri con agar Luria, con y sin kanamicina,

simultdneamente.

4.3.6.2 Determinacion de glucosa

Se midi6 fuera de linea en un analizador YSI modelo 27¢0) Select Biochemistry Analyzer

(Yellow Spring Instrument Co., Inc).
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4.3.6.3 Determinacion de actividad enzimatica

Se realizé a través del método del p-dimetilaminobenzaldehido (PDAB) reportado por
Balasingham y col. (1972). El fundamento se basa en medir espectrofotométricamente el
color formado por la reaccién entre el grupo amino del dcido 6-amino penicilinico (generado
por la hidrélisis enzimdtica de la penicilina G), con el carbonilo del PDAB (figura 4-6).

Para el andlisis se colocaron (.9 ml de las muestras en tubos de ensayo de 13 x 100 mm y se
incubaron a 37°C durante 5 minutos. Posteriormente se adicionaran (.1 ml de solucion de
penicilina G al 20 % en buffer de fostatos pH 7.8 y se incubaron durante 10 minutos mds. A
continuacidn se tomaron (.2 ml de cada muestra y se transfirieron a tubos para centrifuga,
conteniendo previamente 4.8 mi de etanol absoluto (Baker), necesario para detener el avance
de la reaccidn. Se adicionaron 2.5 ml del reactivo de PDAB a cada muestra, se agitaron y se
centrifugaron a 4,800 rpm por 10 min. Una vez transcurridos 15 minutos a partir de la adicion
del PDAB, se midid la absorbancia a 415 nm utilizando como blanco solucidn buffer de

fostatos procesado de la misma manera que las muestras (apéndice D.2).

Cly
CH H ;N\ 5 : Clip,, =N ; CH
X s ciy ) =N }
‘ (50 4+ pt O H CHy
(.“3 H N -
4

4
[4) g N
coon 0 coon

PDAB 6-APA Base de Shift
Figura 4-6. Reaccion quimica del G-APA con PDAD (Balasingham y col,, 1972),

Para determinar la actividad enzimdtica de las muestras se realizé el siguiente cilculo:

2n1.0pL=b)(dilucidn) (LK pmoles de 6-APA
Actividad Enzimdtica = (Den.Opt.—b)(dilucidn)(1,K10) =[ = [_l-l]

(m)(216.24)(10)(0.9) (ml)(imin) ml

donde:
Den. Opt. = Densidad Gptica a 415 nm

m = Pendiente de la curva patrén
b = Ordenada al origen
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216.24 = Peso molecular del 6-APA

10 = Tiempo de la reaccidén en minutos
09 = Volumen de la muestra analizada
U = Unidad de actividad enzimdtica

Maiteriales y méiodoys

Una unidad de actividad enzimdtica se define como la cantidad de enzima que produce una

micromol de 6-APA por minuto.

4.3.6.4 Determinacion de acidos organicos

La determinacién de dcidos orgdnicos se llevd a cabo a través de una téenica de cromatograffa
de liquidos a alta presion (HPLC). Se utilizé la columna Fast fruit juice de 150 x 7.8 mm
(Millipore), en un sistema de HPLC Waters 625 LC (Millipore) y como detector se empled un
refractémetro diterencial Waters 410. El flujo de la fase mdvil (dcido fosférica al 0.05%) tue
de 1 ml/min y la temperatura de la columna de 60°C. Los tiempos de retencidn de las

sustancias probadas se muestran en la tabla 4-6.

Compuesto

Tiempo de retencion (min)

A. Sulfiirico 2.20
A. Oxalacético 275
A. Fosférico 3.20
A, Pinivico 3.30
A. Glucosa 3.32
A. Milico 3.44
A, Suceinico 4,13
A, Lictico 441
A. Férmico 4.70
A. 3-Hidroxibutirico 471
A. Acético 5.12
A. Propidnico 6.07
Etanol 7.28
A. Butirico 7.54

Tabla 4-6. Tiempos de retencién de diferentes compuestos,
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Las sustancias detectadas en el medio de cultivo por este método fueron etanol y los icidos
acético, fdrmico, succinico y lictico. Eldrea de los picos de los compuestos mencionados tue
integrada utilizando el programa Maxima (Millipore) y se correlaciond con la curva estdndar
carrespondiente (apéndice D.3), para ser reportados en g/L. Solamente se cuantificd la
concentracidn de los deidos férmico y acético, ya que la acumulacion de los otros dcidos fue

despreciable,

4.4 Necesidad de la presion de seleccion en cultivos en bioreactor

Namdev y col., (1993) reportaron la necesidad de utilizar presidn de seleccién en el medio de
cultivo, para asegurar la homogeneidad de la pablacion recombinante. Con la finalidad de
establecer si se puede prescindir de la presidn selectiva que ¢jerce la kanamicina, se realizaron
cultivos a 10 % de TOD utilizando medio BSg con kanamicina y se compararon con los
cultivos carrespondientes, en donde no se utilizd el antibidtico.

4.5 Cultivos por lote a tension de oxigeno disuelto constante

Se realizaron cultivos por lote utilizando medio BSg sin kanamicina. El oxigeno disuelto se
controld en diferentes experimentos a niveles constantes de 0.2, 0.8, 1, 3, 4, 10y 40 % de
TOD. El reactor utilizado fue el descrito anteriormente y ¢l volumen de trabajo fue de 1,000
ml. La temperatura se cantrold a 29°C, mediante un sistema de termoresistencias acopladas al
soparte del reactor y mediante circulacion de agua en un intercambiador de calar, El pH se
mantuvo controlado a 6.9% ().2 mediante la adicién automdtica de NaOH 2 N. El flujo total de
gases a la entrada fue de 600 cm3/min. Cuando fue necesario, se adiciond 0.2 ml de solucién
de antiespumante de silicon (Sigma) al 0.1 %, para controlar la espuma, Las condiciones de
operacién y lus constantes de control iniciales para cada cultivo se muestran en la tabla 4-7.

Salvo que se indique lo contrario, los experimentos fueron tnicos y par validar la

reproducibilidad, se realizaron duplicados de algunos cultivos, mostrados en la figura F-8
(ubicado en el apéndice F).
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Materiales y métodos

TOD del cultivo (%) | Agitacién (;spm) | Gases utilizados | Kc (-) T (8) | Tu(s)
(.0 45(0) N2
0.2 230 N2-aire 20 77 1 52
0.8 S N2-aire 5 77 1 52
1.0 500 N2-aire 5 77 | 52
3.0 200 N2-O2 3 190 | 58
4.0 350 N2-O2 4 190 | 58
10 500 N2-O2 1.06 77 | 52
4() 500 N2-O2 (.51 77 1 52

Tabla 4-7. Condiciones operacionales y pardmetros de control para los cultivos a TOD
constante.

4.6 Cultivos a tension de oxigeno disuclto oscilante

Se realizaron diferentes cultivos por lote, en medio BSg sin kanamicina, variando el eje de
oscilacion y la amplitud de la onda, manteniendo constante el perfodo de oscilacion a 400 s.
Este valor fue tomado, en vista de ser el perfodo mds pequeio, al que se puede oscilar con la
configuracion provista de ciimaras de humedad. Las condiciones operacionales de los cultivos
se muestran en la tabla 4-8. Los cultivos fueron experimentos dnicos y para validar la
reprodacibilidad, se realizé un duplicado del cultivo a TOD oscifante (E=A =2.5% TOD y
Q = 400 s) ubicado en ¢l apéndice G.

Eje(%) | Amplitud (%) | Gases utilizados
0.5 0.5 N2.aire
2.5 25 Na2-aire
1.5 1.5 N2-nire
15 5 N2-02
35 5 N2-02

Tabla 4-8. Condiciones operaclonales de los cultivos con fluctuaciones de TOD.
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En los cultivos a TOD oscilunte y TOD constante, en donde se requeria trabajar a tensiones
por debajo de 10 %, se wilizaron mezelas de nitrdgeno-aire con fa finalidad de reducir la
presion parcial de oxigeno a la entrada del bioreactor y obtener de esta forma contrales mis

estables.

4.7 Estudios de maduracion del precursor de PA en fase post-
fermentativa

En algunos cultivos se prolongd el muestreo durante la fase estacionariy, a ¢sta etapa se
denominé incubacin post-fermentativa,  Para evaluar el efecto del pH, concentracién de
acetato y de oxfgeno disuelto, sobre el aumento en la actividad especitica de PA durante la
incubacidn, se drend caldo de cultivo al momento del agotamiento de glucosa, Las células

recuperadas fueron incubadas bajo diferentes condiciones.

Para evaluar el efecto del pH, las células fueron centrifugadas, lavadas y resuspendidas en
butfer de fostatos pH 6, 7 y &, respectivamente.  Las células se incubaron 4 29 °C y con
aireacion durante tada fa noche en matraces Erlenmeyer de 100 mi. Después de 12 horas a
partir del inicio de Ia incubacién, se determind la concentracién celular y la actividad

enzimitica.

Para la determinar el efecto del acetato sobre L maduracion, wna muestra de células se lava y
se resuspendid en buffer de tosfatos o pH 7 para eliminar el acetato. A otra muestra de células
se le adiciond Ja cantidad de acetato de sodio necesaria para gue la concentracion final fuera de
1.7 gL, Otro ensayo mids consistié en células con la concentracidn de acetato remanente del
cultivo. Las muestras se colocaron en matraces de 100 ml y se mantuvieron a 29 °C y con
aireacion durante toda la noche. Despuds de 12 horas a partir del inicio de la incubacién, se

determind la concentraci6n celular y la actividad enzimitica.

Para evaluar el efecto del oxigeno, una fraccidn del caldo de cultivo se transfirié a matraces
Erlenmeyer de 100 ml. Un matraz se mantuvo con atmdstera de nitrégeno (0 % Op), y el otro
con suministro de aire (21 % Op). El resto del caldo de cultive permanecié en el bioreactor
con un suministro de 9.1 % de Oa. El pH no se controlé en el experimento, pero permanecié
entre 6.9 £ 0.2 y la temperatura se mantuvo i 29 °C. Después de 12 horas a partir def inicio de
la incubacion, se determind la concentracion celular y la actividad enzimitica, No se utilizé
agitacién durante los experimentos, dado el bajo volumen de medio de cultivo, la aireacion
utilizada fue suficiente para homogeneizar la suspension celular.,
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Capitulo V
Resultados y discusion

5.1 Caracterizacion dindmica del sistema de fermentacion

5.1.1 Constante de tiempo del ¢lectrodo

El éxito de un sistema de control radica en la instrumentacién disponible y de las
caracterfsticas dindmicas de los mismos. De aqui la importancia de conocer el

comportamiento dindmico del sensor de TOD.

Como se discutid en las secciones 4.2.1 y A.1.1, la forma mds simple de caracterizar sensores,
consiste en someter al electrodo de TOD a un cambio repentino y evaluar la respuesta
transitoria obtenida. La figura 5-1 muestra la curva de respuesta del electrodo de TOD ante
un cambio sibito de oxigeno disuelto, as{ como la forma linealizada de la misma. Se observa
que presenta la respuesta caracteristica de los sistemas de primer orden, con una constante de
tiempo (t¢) de 18 s. El electrodo se ubica cntre los sensores denominados “lentos”,

caracterfstica comin en los electrodos de TOD de tipo polarogréfico (Lee y Tsao, 1979).

En la tabla 5-1 se compara la constante de tiempo para diferentes electrodos de oxigeno
disuelto reportados en la literatura. Se observa que la constante de tiempo reportada para el
electrodo Ingold utilizado en este trabajo, es similar a la reportada por Triiger y col. (1991) y
muy similar a la reportada para otros electrodos polarogrificos. Por el contrario, los
microelectrodos como el “Orbisphere” y “Kimmich-Kruezer” entre otros, tienen una constante
de tiempo mucho menor, sin embargo, no todos son esterilizables. Los microelectrodos se
caracterizan por tener una drea superficial reducida y una membrana muy delgada, Otros
sensores, basados en mediciones de fluorescencia, se caracterizan por ser electrodos muy
rdpidos. Estos electrodos requieren de fluoréforos como las sales complejas de rutenio, cuya
fluorescencia es funcién de la concentracién de oxigeno (Bambot y col,, 1994). Los
fotosensores de TOD, representan una alternativa muy importante para medir TOD en
simuladores muy dindmicos como el descrito en este trabajo. Sin embargo, los fluoréforos
utilizados pueden resultar téxicos a ciertas concentraciones para algunos microorganisinos,
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Figura 5-1. Curva de respuesta del electrodo de TOD ante un cambio siibito de TOD.

Electrodo Principio Cte. de tiempo, s | Referencia

Alfa Bassens amperométrico 2-3 Albantov y Levin, 1994
Borkowski-Johnson | galvdnico 20t Lee y Tsao, 1979
Clark polarogréfico 5t Lee y Tsao, 1979
Ingold polarogrdfico 18 Triiger y col,, 1991
Ingold polarogréfico 18 Este trabajo
Instruments Lab. polarogréfico 27 Chen y col., 1985
Kimmich-Kruezer polarogréfico 0.13t Lee y Tsao, 1979
Mancy galvénico 1.86% Lee y Tsao, 1979
Mackereth galvinico 60" Lee y Tsao, 1979
Microelectrodo polarogréfico 0.03-0.017  jLeey Tsao, 1979
Orbisphere polarogréfico 3 Triiger y col., 1991
Sensor dptico fluorimétrico <] Bambot y col., 1994

*: 90 % de fa respuesta, t: constante de liempo estimada a partir del 95 % de la respuesta (1= tg5/3).

Tabla 5-1. Constantes de tiempo para diferentes electrodos de TOD reportados en la literatura,
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Resultados y discusion

5.1.2 Constante de tiempo del simulador

Una vez establecida la dindmica del electrodo de TOD, es necesario conocer el
comportamiento dindmico del simulador, ya que mvolucraen torma integra el comportamiento
de los actuadores (controladores de flujo misico), la respuesta del electrodo, los aspectos de

transporte de gas en la tuberfa y la trasferencia de oxigeno al medio liquido en el bioreactor.

La figura 5-2 muestra la curva de respuesta del simulador ante un cambio escalonado. El
tiempo se normalizd en todos lo casos, haciendo t = 0, el tiempo en el cual se inicid el cambio
escalonado. Se observa que la respuesta del sistema no es inmediata, Sino que presenta un
tiempo muerto de 90 s. Para obtener la constante de tiempo (tratdndose de sistemas de primer
orden) del simulador (T) es necesario eliminar el tiempo muerto a la constante de tiempo
aparente (Ty) obtenida segin la definicién de las seccion A.1.3, dando origen a la ec. 5-1.

T4=Ty-Td (5-1)
| TRy
o 0.9& """
= 08 f
0.7 |-
0.6
0.5 F
0.4 - . TOD experimental
0.3 | e fer Orden (1=86.3 5)
0.2
0.1 [ 2do. Orden (1,=48.2)
0 ¢ ‘
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Tiempo, s

Figura 5-2. Curva de respuesta del simulador ante un cambio escalonado (las lineas representan
el orden del modelo ajustado).

Suponiendo un comportamiento de primer orden (linea fragmentada de la figura 5-2), la
constante de tiempo (Ts) es de 86.3 s. Utilizando el criterio de los sistemas de segundo orden
(Ifnea continua de Ia figura 5-2), y eliminando el tiempo muerto, definido como el tiempo en
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el cual el sistema no ha respondido (definicidn diferemte para los sistemas de promer orden), la
constante de tiempo del sistema (T,) es de 48.2 5. Se abserva que el comportamiento dindimico
es estrictamente de segundo orden, sin embirgo una aproximacion bastante buena consiste en

el modelamiento como sistena de primer orden,

Dang y col. (1977) reportaron que la desviacién hacia la forma sigmoidal, alinicio de la curva
de respuesta de un sistema similar al descrito en este trabajo, se debe a que no se logra un
cambio escalonado perfecto en el flujo de oxigeno. Esto es consecuencia del retraso originado
por el recambio en la composicidn de los gases en las cdmaras de humidificacion, localizadas

justo antes del bioreactor (figura 4-1).

Una curva de respuesta del simulador en donde se han eliminado dichas cdmaras, se muestra
en la figura 5-3. Con la nueva configuracion, el tiempo muerto disminuyd de 90 a menos de
105y el simulador tendié a comportarse preferencialmente como un sistema de primer orden
(Ts=27.5s). Lo anterior sugiere que un retraso importante consiste en el transporte de gas en
la tuberfa y en las cdmaras de humidificacion colocadas a la entrada del bioreactor. Sin
embargo, las cdmaras son necesarias para saturar de humedad el aire a la entrada del bioreactor

y asi disminuir las pérdidas por evaporacidn.

09 |
08 [

TOD

0.7
0.6 L

.
0.5 |
04 L
0.3 s o Orden (1=27.5 5)
0.2
0.1

) TOD experimental

2do. Orden (14=17 s)

0 50 100 150 200 250 300
' Tiempo, s

Figura 5-3. Curva de respuesta del simulador con ciimaras de humidificacién (las lineas
representan el orden del modelo ajustado).
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La figura 5-4a muestra una curva de respuesta del simulador (con cdmaras de humidificacion)
al cambio escalonado, y la evolucidn de li velocidad de respuesta a lo largo del tiempo (figura
5-db). Se observa que la velocidad es inicialmente cero y crece a un valor mdximo de 0.28 %/s
durante los primeros segundos, y luego decrece mondtonicamente hasta cero. Si bien la
constante de tiempo representa la velocidad con la que responde el simulador, la velocidad
mixima de respuesta (VRS) indica cual es la velocidad mds alta que el simulador puede lograr
bajo ciertas condiciones (sin importar el orden del proceso). Lo anterior resulta de gran

utilidad, como se verd mds adelante, para caracterizar el simulador desarrollado.
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Figura 5-4, Estimacién del tiempo muerto y de la VRS,
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La figura 5-5a y b muestran la velocidad mdxima de respuesta del simulador y el tiempo
muerto (a flujos de 0.6 y 1 vvm) como una funcion del ndmero de Reynolds. Se observa que
existe una relacion proporcional entre la VRS y el Reynolds por debajo de 11,000, mientras
que a valores superiores, la VRS permanece constante. En la figura 5-5b se observa que
existe una relacion inversa entre el tiempo muerto y el Reynolds Gnicamente a valores por
debajo de 11,000. Si se opera el simutador a nimeros de Reynolds superiores a este valor, se

asegura el régimen turbulento.

10

0 1.0 vvm
[ ] 0.6 vvm

a)

=TT TrY

Velocidad médxima de respuesta, %l/s
S
—r

10-2 NPT | i

10?

Tiempo muerto,s
=)
™~

[
r
10! ettt N
10° ot 10°
Re
Figura 5.5, Efecto del nimero de Reynolds sobre la velocidad nidxima de respuesta y el tiempo
muerto del simulador.
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Se observa ademds que al subir el flujo de 0.6 a 1 vvin (considerando en la regidn de régimen
turbulento), la VRS aumenta de 0.2 1 0.4 %/s mientras que el tiempo muerto disminuye de 100
4 50 s. De esta forma, como consecuencia del aumento en la velocidad superficial del gas, se

puede mejorar considerablemente los pardmetros dindmicos del simulador.
5.1.3 Seleccion de las condiciones de operacion del simulador

Como se describié en las secciones anteriores, es necesario establecer las condiciones
operacionales mds convenientes para operar el simulador. Una herramienta dtil para
seleccionar Iz velocidad de agitacidn, de aireacién y configuracion mis adecuada, consiste en
una evaluacion del efecto que tienen las variables de proceso sobre los pardmetros dindmicos

del simulador.

La figura 5-6 muestra el efecto de la agitacion y la aireacin sobre la VRS, la constante de
tiempo (suponiendo un comportamiento de primer orden) y el tiempo muerto del sistema (sin
cdmaras de humidificacion). Se observa que todos los pardmetros dindmicos se ven altamente
mfluenciados por la velocidad de agitacidn por debajo de 500 rpm. A velocidades de agitacién
superiores, dichas variables dindimicas permanecen pricticamente constantes. En la figura 5-6
se muestra cl efecto de la aireacién (expresada como volumen de aire por unidad de volumen
de medio de cultivo por tiempo) sobre las variables dindmicas. Se observa que al aumentar la
aircacion de 0.6 a 1.0 vvm, la velocidad mdxima de respuesta incrementa de 0.19 a 0.36 %/s
(figura 5-6a) lo que representa un aumento del 90 %. Por otra parte, el tiempo muerto
disminuyd de 100 a 50 s, reduccion que es altamente considerable (figura 5-6¢).

Mediante la aireacién de 1 vvm y agitacién de 500 rpm, se logrd reducir la constante de
tiempo a 55 s, valor que estd muy por arriba de tg, por lo cual el electrodo de TOD es

confiable como instrumento de medicién (figura 5-6b). Impoolsup y col., (1989) reportaron
vna velocidad de agitacién de 500 rpm y aireacién de 1-1.5 vvm como condiciones éptimas
para un bioreactor de 1 L, utilizado en estudios de escalamiento descendente.

Los resultados sugieren que las condiciones operacionales mids adecuadas son: velocidades de

agitacién de mds de 500 rpm y flujos de 1.0 vvm. Sin embargo, la formacién continua de
espuma, puede llegar a ser problemdtica en los cultivos celulares. '
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Figura 5-6, Efecto de la agitacién y la aireacién sobre los pardmetros que caracterizan al
simulador (configuracién con cdmaras de humedad). La linea punteada en el panel
b representa Ia constante de tiempo del electrodo de TOD.
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En la figura 5-7 se muestra el efecto de la velocidad de agitacidn sobre los pardmetros
dindmicos del simulador con y sin cimaras de humidificacién. En el experimento se utilizé un
flujo de 0.6 vvm. Se observa que al desproveer de las cdmaras de humidificacién, la VRS
aumenta de 0.19 a 0.71 %/s (figura 5-7a) lo que representa un aumento de 3 veces la
velocidad de respuesta. El incremento en ta dindmica se ve reflejado en la disminucién de la
constante de tiempo que disminuyé de 100 a 27 s (lo que representa un kya de 130 hrl,
aproximadamente). Esta constante de tiempo, fue la mds pequeiia que se pudo lograr, en vista
de que la respuesta del electrodo de TOD empieza a ser limitante (figura 5-7b). El tiempo
muerto con la nueva configuracion decrecié de 100 a 5 s (figura 5-7c¢).

A partir de los resultados anteriores, se puede concluir que es preferible Ia configuracion mds
dindmica (sistema sin cdmaras) para procesos en donde se requiere de altas velocidades de
respuesta (cultivos con TOD cambiante en tiempos cortos). La configuracidn con retraso
(sistema con cdmaras), se recomienda para procesos en donde la evaporacidn pueda ser
considerable (temperatura de cultivo superior a 29 °C) y procesos que no requieran de altas
velocidades de respuesta (cultivos a TOD constante). En los cultivos a TOD oscilante, se
utilizé la configuracion provista de las cimaras de humedad.

5.1.4 Respuesta del simulador a entradas sinusoidales

En la figura 5-8 se muestra el comportamiento del simulador ante una funcidn de entrada
(flujo de oxigeno) sinusoidal. El eje de oscilacién fue de 10.5 %, amplitud de 10.5 % de O3, y
periodo de 300 s. Se observa que la respuesta (TOD) es también oscilatoria con periodo de
300 s. Sin embargo, la curva de respuesta presenté desfase permanente de 60 s (72°
aproximadamente) respecto a la onda de entrada, Un comportamiento similar fue reportado
por Triiger y col., (1991) quienes reportaron que tal comportamiento se debe a retrasos de
eventos como el transporte de gas por las tuberfas. En la figura 5-9 se muestran las curvas de
respuesta ante una funcién seno en el flujo de Oy, (amplitud de 10.5 % de O3, eje de 10.5 %
de O3) a periodos de onda de 600, 300, 100y 30s. Se observa que a medida que el perfodo de
la oscilacién decrece de 600 a 30 s, la amplitud de la respuesta (TOD) tiende a disminuir. La
figura 5-10 resume el efecto del perfodo de la onda de la funcién de entrada (flujo de Oy),
sobre la amplitud de la onda a la salida (TOD) y el desfase entre ambas ondas. Se observa que
a medida que perfodo de la oscilacién decrece, Ia amplitud en el oxigeno disuelto se aleja del
valor deseado (50 % TOD). El desfase tiende a aumentar mostrando una relacién de
proporcién inversa. De aquf cabe resaitar que el simulador generara respuestas desfasadas
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Figura 5.7. Efecto de las cdmaras de humedad sobre los pardmetros que caracterizan al
simulador y aireaclén de 0.6 vvm. La linea punteada en el panel b representa la

constante de tiempo del electrodo de TOD,
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respecto a la funcién de entrada. Sin embargo, tal comportamiento es caracteristico de los
sistemas de primer orden, como lo demuestra la ecuacion A-16 (scecion A.1.4), que establece
que a medida que el perfodo de oscilacion (€2) tiende a infinito, la respuesta se trasforma en

una funcidn coseno (desfase de -90°).

Los resultados anteriores revelan que el simulador solo serd capaz de generar oscilaciones de

TOD a periodos de oscilacidn superiores a la constante tiempo.
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Figura 5-8. Respuesta del simulador a entradas sinusoidales,

La ecuacioén A-16 descrita en la seccion A.1.4, resulta de gran utilidad ya que es capaz de
predecir la sefial de salida (considerando la dindmica del simulador en forma integrada), para
situaciones donde se prefiera utilizar el simulador en modo de lazo abierto. Por ejemplo,
Triiger y col. (1991) reportaron que un sistema similar al descrito en este trabajo, solo fue
capaz de generar oscilaciones de TOD por debajo de 10 % cuando el sistema se operaba en
modo de lazo abierto,

La figura 5-11 compara los valores de TOD obtenidos en forma experimental y los predichos

por la ecuacién A-16. Se observa que es posible predecir muy bien el comportamiente de la
sefial de respuesta del simulador a entradas sinusoidales.
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Figura 5-9. Efecto del periodo de la funcién seno del flujo de O (E=A= 10.5 %) sobre la
amplitud en la sefial de salida (TOD),
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Figura 5-10 Efecto del periodo de oscilacién de la funcién de entrada (flujo de O2) sobre la
amplitud de la onda de salida (TOD) y cl desfase entre la entrada y la salida.
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. Respuesta del simulador
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Figura 5-11. Comparacién de la onda de respuesta experimental del simulador con Ia sefial
propuesta por la teorfa de control (suponiendo un modelo de primer orden).

5.1.5 Generacion de perfiles oscilantes

La figura 5-12 muestra los perfiles oscilatorios originados mediante un sepoint cuadrado (a)
y setpoint sinusoidal (b). En general, ambos perfiles resultaron adecuados para obtener
respuesta de tipo oscilatorio. Se observa que la periodicidad y reproducibilidad es ligeramente
mayor en la respuesta obtenida con la ecuacién sinusoidal respecto de la obtenida con el perfil
cuadrado.

El desfase entre el perfil a seguir (sinusoidal o cuadrado) y el valor medido se presenta en
ambos casos; sin embargo, resulté de 20-22 s menor con el petrfil sinusoidal.

La principal diferencia que se encontrd entre ambos perfiles, fue la velocidad de respuesta, en
donde resulté 0.02 %/s mis rdpido el perfil cuadrado (figura 5-13). Por lo tanto, en
situaciones donde se requiera asegurar la mejor periodicidad, se recomienda usar el perfil
sinusoidal (perfodos de oscilacion del orden de minutos), mientras que el perfil cuadrado serd
preferible cuando se requieran velocidades de respuesta rédpidas (perfodos de oscilacion del
orden de segundos).
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la seccién 4.2.5. Para ello, se realizd un cultivo de E. coli en medio BSg controlando el

proceso en modo de lazo abierto (apéndice E). La velocidad de agitacién utilizada fue de 600
rpm y aireacidn de 0.6 vvm. A partir de las curvas de reaccidn del proceso realizadas en cada
fase del cultivo (lag, exponencial y estacionaria), se obtuvieron las constantes de control

5.1.6 Determ

La estim
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mostradas en la tabla 5-2. Se observa que, dependiendo de la fase de crecimiento en la que se
encuentre el cultivo, hay variaciones en las constantes de coatrol.  Una estrategia mds
adecuada de control, consistird en utilizar un algoritmo de control de tipo adaptativo (manual o
autom:itico), en donde se modifiquen las constantes de control con la finalidad de obtener

controles mas finos.

Oi i L) T ¥ l Ll LI AJ L] r T T Ll L l L L) v 1
Setpoint cuadrado
r > 13 .
Y R -+ Setpoint sinusoidal

0.05

Velocidad de respuesta, %/s

-0.051
0.5 0.75 1.00 1.25 1.50

Tiempo, h
Figura 8-13, Comparacidn de la velocidad de respuesta del simulador a diferentes setpoints

Edad del cultivo | Ke(-) | Ti(s) | Ta(s)

Lag 0.3 350 88
Exponencial 038 90 22
Estacionaria 0.4 180 45

Tabla 5-2, Constantes de control propuestas para las diferentes edades del cultivo,
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5.2 Cinéticas de crecimiento con y sin presion de seleccién

En la gran mayoria de los trabajos reportados en la literatra en donde el modelo bioldgico es de
naturaleza recombinante, se menciona la necesidad de ejercer presidn de seleccion mediante ¢l
uso de antibidticos marcadores, para garantizar una poblacién homogénea (Caunt y col., 1989 y
Namdev y col., 1993). Con la finalidad de establecer si era necesario o no tal eriterio para a
cepa utilizada en este trabajo, se realizaron cultivos simultdneos bajo las mismas condiciones, y
ejerciendo presidn de seleceién solo en uno de los cultivos. La tabla 5-3 muestra los
resultados cindticos y de produccion a 10 % de TOD. Se observa que el comportamiento es ¢l
mismo con y sin el antibidtico. Lo anterior sugiere que no hay segregacion del plasmido durante
los cultivos lote. Sf bien una forma mds certera es mediante fa cuantificacién del ndmero de
copias, la similitud cinética y estequiométrica resulta un buen indicador, ya que se ha reportado
que en el caso de pérdida sepregacional de plismidos, los coltivos tienden a aumentar su
velocidad especftica de crecimiento y a disminuir la produccion del metabolito de interds
(Namdev y col., 1993).

En base a las resultados obtenidos, se decidid eliminar fa kanamicina de los cultivos lowe, y solo

se utilizo en [a preparacidn de indeulos.

Pardmetro Con Sin
kanamicina | kapamicina
i (heh) 0.36 0.36
gs (h]) 0.66 0.62
Yxss (g/g) ().54 ().58
X (p/L)* 2.30 2.27
PA (Uimg)’ (.09 0.09
Acetato (g/L)* 0.33 0.26
Formiato (/L)* 0.00 0.00
UFC/ml”* 35x 1010 33 x 1010

Tabla 5-3. Comparacion de los pardmetros cinéticos y estequionétricos de cultivos 2 10 %
TOD con y sin presion de seleccidn, (*) valores medidos al agotamiento de
glucnsa, o
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5.3 Cultivos a TOD constante

Los cultivos a TOD constante, fueron de utilidad para conocer el efecto del oxigeno sobre ¢l
proceso de produccidn de PA y posteriormente con el fin de ser wtilizados como puato de
comparacion con los cultivos a TOD oscilante. Se realizaron cultivos control desde (0.2 a 40 %
de TOD y un cultivo anacrobio (0 % de TOD). El pH en todo los cultivos fue de 6.940.2.

En la figura 5-14 se muestra i cinética de crecimiento a 40 % de TOD, el resto de los cultivos
se encuentra en el apéndice F. En la figura 5-1dc se muestra la cinélica de crecimiento,
consuma de glucosa y generacion de deido acético durante el cultivo. Se observa que la biomasa
alcanzada al agotamiento de glucosa tue de 2.2 g/Ly el acetato generado fue de 0.3 g/L. El
panel a) muestra el perfil del ujo de gases a la entrada del bioreactor, necesario para mantener I
tensién de oxfgeno constante a 40 % (figura 5-14b). Se observa que el porcentaje de oxigeno
aumenta durante el tiempo siguiendo un perfil exponencial, como consecuencia de lia demanda de
oxfgeno por las células en crecimiento. Los datos adquiridos, pueden resultar de utilidad para
estimar la velocidad de consumo de oxfgeno (VCO) en linea duranie el cullivo y hacer
estimaciones del estado del bioreactor. Se observa que justo al agotamiento de glucosa, ocurre
una perturbacidn en ef control de TOD, en ese punto, el porcentaje de aire a la entada del
bioreactor disminuye drdsticamente indicando el tin de la fase exponencial (figura 5-14a).
Respecto a la produccién de PA (figura 5-14d), se ohserva que la actividad voluméurica
aumentd en forma exponencial hasta 0.36 Ulml y la actividad especitica aumentd en forma
exponencial hasta 0.09 Ulmgeer, cuando se agotd la glucosa. Este valor se tomd como punto de
comparacién entre los cultivos. Sin embargo, se observa que la actividad especitica continua
aumentando hasta (0.17 U/mgeer. en el perfodo monitoreado hasta fas 12 h). La produceidn de

PA presentd una cinética parcialmente asociada al crecimiento.

La figura 5-15 muestra un cultivo tipico a (.2 % de TOD, cabe hacer notar que el simulador
desarrollado [ue capaz de Jograr controles muy finas de TOD tanto a niveles altos (40 %) como a
niveles bujos como (.2 % TOD. Caracterfstica poco comiin en los controladores comerciales
(Aguilar-Aguila y col,, 1993). Con el sensor utilizado tue posible medir y distinguir tensiones
tan bajus camo 0.2, 0.8 y 1 %. Un electrodo similar fue utitizado por Chen y col. (1985) para

distinguir tensiones del mismo orden de magnitud que las descritas en este trabajo.
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Figura 5-14. Cinética de crecimiento a 40% TOD.

64



P

Resultados y Discusicin

1X)
B N,
g 75 :-il)
é” 50 L
o [
55k .
o P AR e
0 P 1 1 1 1 ! 1 ] \
F b - 8
0.8} ) !
:."“ """"""" - et -4 7
2 04 18

(0) Biomasa
(A) Acetato, g/l

0...1!.11L[|.:.|A W W ITE NS WIWH W WiH Nawwe

(0) Actividad especifica
Uﬂﬂg cel
—

iy

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo, h

Flgura 5-15. Cinética de crecimiento a 0.2% TOD.

65

18

(®) Glucosa, g/L. pH

(®) Actividad
volumétrica, U/ml



Jrvwomarn e

Resultados y Discusion

La figura F-8 (ubicada en ¢l apéndice F) compara un cultivo a 40 % de TOD y un duplicado
a las mismas condiciones.  Se observa que en general existe buena reproducibilidad de los

experimentos realizados.

La figura 5-16 resume algunas cinéticas de consumo de sustrato y de formacion de productos
a diferentes tensiones de oxigeno, el resto se encuentra en el apéndice F. Se observa que a
medida que se trabaja a tensiones mds bajas, lu velocidad de crecimiento es menor, hasta llegar a
cero en ¢l cultivo anaerobio (figura 5-16a).

La ausencia de crecimiento en condiciones anaerobias podria explicarse en base a que el medio
de cultivo utilizado, no contiene selenio ni nitratos, sustancias clave en ¢l metabolismo anaerobio
de E. coli, o bien posiblemente se trate de una cepa mutante que no exprese lu nitrato reductasa
y/o la formiato hidrégeno liasa, enzimas del metabolismo anaerobio de E. coli (Lester y
DeMoss, 1971).

En cuanto a la produccidn de PA (figura 5-16¢), se observa que a tensiones de oxigeno ultas
(10 y 40 % TOD) se obticne un aumento en forma exponencial, mientras que a tensianes bajas
(.2 y I % TOD) la actividad especifica de PA se muantiene constante durante la fase
exponencial, incluso mids altos que los cultivos a 10 y 40 % TOD. Esto se debe a que u
tensiones bajus como 0.2 y | % TOD (y por consiguiente, bajas velocidades especificas de
crecimiento), las células son capaces de procesar el precursor de PA. Resultados similares
fueron observados en el cultivo a (0.8 % TOD (apéndice F). Por el contrario no se presentd
actividad de importancia en el cultivo anaerobio, debido a que no hubo crecimiento. Aungue
usando otras enzimas, Li y col. (1992) encontraron que los cultivos anaerobios de diferentes
cepas de E. coli recombinante, utilizadas para la produccién de B-galactosidasa y B-lactamasa,

mostraron actividad del mismo orden de magnitud que la actividud obtenida en cultivos aireados.

En la figura 5-16d se muestra la generacién de dcido acético a diferentes tensiones de oxigeno.
Se observa que a tensiones de 10 y 40 %, la produccién es muy similar, y a medida que se
tienen tensiones mds bajas, la produccion de acetato aumenta. Una discusidn mids detallada se
hard mds adelante.

En la figura 5-17 s¢ muestran los cromatogramas de 4) soluciones estindar y b) la muestra al

agotamiento de glucosa del cultivo a (1.2 % TOD. Se observa que la acumulacién mds
importante fue de los dcidos acético y férmico y en menor proporeién succinato, lactato y etanol.
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Estos metabolitos son cominmente reportados en cultivos a bajos valores de TOD a bien en
cultivos anaerobios para diferentes cepas de £, coli (Han y col,, 1992’y Varma y col., 1993).

Para fines précticos, solo se cuantiticaton los dcidos [drmico y acético, dado que la acumulacidn

de los demds metabolitos no fue de importancia.

.

Actividad especifica,

U/mgeel

Biomasa, g/L

Glucosa, g/L

Acetato, g/L

——0
20

Tiempo, h
Figura 5-16. Cinéticas de crecimiento a diferentes niveles de TOD.
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La figura 5-18 muestra el efecto del oxfgeno disuelto sobre la velocidad especfica de
crecimiento.  Los datos mostraron un comportamiento de saturacion tipo Monod cuyas
constantes (Mpax = 0.38 b1y Ka, = 0.54 % TOD) fueron obtenidas mediante la regresion de
Lineweaver-Burk (mostrada en el recuadro de la figura 5-18). Se observa que, por debajo de
10 % de TOD, el oxfgena empieza a ser limitante para el crecimiento y se vuelve mds crftico a

tensiones inferiores a 5 %.
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Figura 5-17. Cromatogramas de a) soluciones estindar y b) melabolitos presentes en una
muestra al agatamiento de glucosa y 0.2 % TOD.
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La tabla 5-4 resume los valores de timax y Koy obtenidas con fa cepa IMLOHppALO2 y otros
datos reportados en fa literatura. Las diferencias entre los valores se deben a las variaciones
fenatpicas que identifican a cada cepa y también posiblemente a la composicidn del medio de

cultivo,
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Figura 5-18. Efecto del oxigeno disuelto sobre by velocidad especifica de crecimiento,

Cepa Pngx (7Y | Ko, (ppm) | Medio de cultivo | Referencia

IMI0L (pPAL(2) (.38 0.043 Glucosw/sales Este trabajo

TB-1 (pUC19) 0.4Y 0.038 Luria Liy col., (1992)
B/r-ATCC 12401 1.0} (.013 Glucosw/sales Chen y col., (1985)

Tabla 5-4. Constantes de Monod para diferentes ee¢pas de I celi con Oy como sustrato
limitante.

En la figura 5-19 se muestra el efecto de la tension de oxigeno sobre el rendimiento
biomasa/sustrato en cultivos lote. Los datos mostraron un comportamiento de saturacion
descrito por Ia ecuacion 5-2. Las constantes obtenidas por regresidn lineal fueron; constante de
saturaci(}n (Kxss) de 0.67 % TOD y rendimiento miximo (Y y/smax)) de .58 geel/Bglucosa, valor
que cae dentro de los valores tedricos reportados para microorganismos recombinantes. Por
gjemplo, Da Silva y Bailey (1986) reportaron que el rendimiento méximo tedrico para E. coli
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recombinante con producto retenido (intracelular) es de 0.64 y de 0.42 peer /gpiucosa, para cepas

cuyo producto es excretado al medio de cultiva.

- Yxl»(mux)[TOD] (5_2)

"7 K., +[TOD]

0.2
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Figura 5-19. Efecto del oxigeno disuelto sobre el rendimiento celular,

En fa figura 5-20 se¢ resume la produccién de PA y dcidos orginicos en ¢l momento del
agotamiento de glucosa de los cultivos a TOD constante. Se observa que en los cultivos no
limitados por oxfgeno, la actividad de PA fue de 0.09 U/mgee),, mientras que a tensiones
inferiores a § %, la actividad aumentd hasta 0.165 U/mgee), 2 0.2 % de TOD, lo que representa
un aumento del 80 % (figura 5-20 a). Un comportamiento similar fue observado por Gebauer
y col. (1987) que reportaron que la actividad de PA en una E. coli silvestre, aumentd de 15 a
75 U/gee), al disminuir la TOD de 45 a 5 %. Dicho aumento en la actividad de PA se debe al
efecto de la velocidad espectfica de crecimiento (Ramirez y col., 1994a) que a su vez es funcién

de la tensién de oxigeno en el medio de cultivo (figura 5-18).
De igual manera, la produccién de los dcidos férmico y acético se incrementd a tensiones bajas

de oxfgeno (figura 5-20b). Se observa que en cultivos no limitados por oxigeno, no hay
produccidén de férmico pero si de deido acético. La generacién de acetato en tales condiciones,
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se debe al “Efecto glucosa” (Efecto Crabrree) que se presenta a tensiones de oxigeno no
limitantes de oxigeno, donde la degradacién del sustrato se realiza simultineamente por la via
oxidativa (produccién de COj) y fermentativa (produccion de acetato). Esta tiltima via estd a
cargo de la acetilCoA sintetasa que hidroliza el acetilCoA (proveniente de la descarboxilacidn
oxidativa del piruvato) liberando acetato y coenzima A (figura 2-1). Mientras que la
produccién de acetato a tensiones de oxfgeno limitantes (Efecto Pasteur) viene dada
principalmente por la hidrélisis del piruvato (Doelle y col., 1982), esto explica la presencia de
férmico solo en cultivos limitados par oxfgeno. Cabe resaltar que en el cultivo anaerobio no se

obtuvo actividad de PA ni generacién de deidos orgdnicos, debido a que las células no crecieron.

La figura 5-21 muestra el efecto de la velocidad especifica de crecimiento (correspondiente a
cada tensidn de oxfgeno evaluada) sobre la produceidn de dcidos orginicos, actividad especitica
de PA y rendimiento celular, Se observa que a medida que p deerecid de (.38 a 0.1 ]
(mediante la limitacién por oxfgeno), la produccidn de los deidos acético y férmico aumentd de
0.3a 1.5 L ydeOa L0 g/L, respectivamente (figura 5-21a). Han y col. (1992) reportaron
que a altas tasas de dilucidn, la produccidn de acetato en quimiostatos se ve aumentada debido al
efecto Crabrree, mientras que el aumento de deidos argdnicos a p bajas reportadas en este

trabajo, se debe al efecto Pasteur.

El rendimiento celular se incrementd proporcionalmente en funcidn de la velocidad espectfica de
crecimiento (obtenida mediante la lmitacion de oxfgeno), donde la pendiente corresponde a la
velocidad especifica de consumo de glucosa (qy) que fue de 0.64 golucosa/geeth (figura
5-21b).

De igual forma, la actividad especitica de PA aumentd de .09 a 0.165 U/mgger. al decrecer la
velocidad de crecimiento (figura 5-21¢). Los resultados concuerdan con los trabajos de
Ramirez y col. (1994a) quienes reportaron que la produccion de PA estaba inversamente
relacionada con la velocidad especitica de crecimiento en cultivos exponencialmente alimentados
(limitados por glucosa). El inconveniente de los cultivos tipo lote alimentado limitados por
glucosa, es que requieren de bombas de flujo variable que son dificiles de escalar. Los cultivos
lote con limitacidn de oxigeno, no requieren de equipo especial, pero tienen el inconveniente de
que el rendimiento celular se ve afectado. Por ¢jemplo, al disminuir la velocidad especifica de
crecimiento de .38 a 0.1 h-1 (mediante limitacion por oxigeno), el rendimiento celular decrecio

de 0.58 2(0.12 gcc]_/ggluc()sa-
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Cabe remarcar que a velocidad de crecimiento de cero -correspondiente al cultivo anaerobio-, no
s¢ obtuvo actividad de PA, ni generacién de deidos orgidnicos, debido a la ausencia de

crecimiento celular.
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5.4 Cultivos a TOD oscilante

Una vez establecidas las condiciones operacionales para el buen funcionamiento del simulador,
como son, velocidades de agitacion de 500 rpm y aireacion de 0.6 vvim, se realizaron cultivos
variando el eje y la amplitud de la oscilacién. En todos los casos, el periodo se mantuvo
constante a 400 s, debido a que es el perfodo mds pequefio que se puede utilizar con la
configuracién del simulador provisto de las cimaras de humedad. El sepoint utilizado fue el
perfil cuadrado, por presentar respuestas mds rdpidas.

En la figura 5-22 se muestra un cultivo tipico de E. coli a TOD oscilante (E=2.5 %, A=2.5 %
y Q =400 ), el resto de los cultivos se muestran en el apéndice G. La figura 5-22a muestra
la composicién de los gases a la entrada del bioreactor. Se observa un perfil oscilatorio,
necesario para generar las fluctuaciones en el oxigeno disuelto. Se puede apreciar que 4 medida
que transcurre el tiempo, el porcentaje de aire en la fase gaseosa aumenta en forma exponencial
(un ampliacién se muestra en la figura 5-23). El aumento exponencial se debid a la demanda
de oxigeno por los microorganismos en crecimiento, Aproximadamente a las 11 h de cultivo, el
porcentaje de aire de la fase gaseosa cae drdsticamente, indicando el agotamiento de glucosa.
Una evaluacién puntual de la VCO de cultivos con fluctuaciones de TOD, mediante la medicién
del oxigeno en la fase gaseosa, podria resultar de gran utilidad para estimar en linea el estado del
bioreactor, por ejemplo, el agotamiento de nutrientes, contaminaciones o cambios en el estadio
metabdlico, La figura 5-22b muestra cl perfil de TOD durante el cultivo. En general, se
lograron oscilaciones de 0 a 5 %, como era lo esperado. A las 2 h de cultivo, la amplitud de la
onda cambid de 2.5 a 1 % de TOD, debido a que el controlador no fue capaz de satisfacer la
demanda de oxigeno y a la vez mantener la TOD deseada, Tal comportamiento se debe a la
rigidez de los controladores PID que asumen una dindmica constante durante todo el proceso. A
las 3.5 h de cultivo, se modificaron las constantes de control, utilizando los valores propuestos
para la fase exponencial (control adaptativo manual). Se observa que en ese momento, la
amplitud de la onda cambié de 12 2.5 % TOD. Los controladores adaptativos automdticos,
podrian ser un alternativa para eliminar eventos de esta naturaleza, ya que los algoritinos
adaptativos evaldan la dindmica de los procesos continuamente y asf se ajustan las constante de
control mds adecuadas de manera automdtica, En la figura 5-24 se muestra una ampliacién del
perfil de TOD durante la fase exponencial y el setpoint que lo generd. Se observa que, en
general, se logré oscilar entre 0.4 y 5 % (el setpoint fue: E= 2.5, A= 2.5 % de TOD). Sin
embargo, la sefial de salida presenté un desfase (respecto al setpoint) de entre 150 y 200 s, que
para fines pricticos carece de importancia.
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Figura 5-22. Cinética de crecimiento a TOD oscilante (E=2.5 %, A= 2.5 % y Q2 =400 s).
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Lafigura 5-22¢ muestra las cinéticas de crecimiento, de consumo de glucosa y de generacion
de acetato durante ¢l cultivo a TOD oscilante. Se observa que la formacidn de acetato estd
asociada al crecimiento, alcanzando una concentracion midxima de 0.75 g/L. La biomasa
alcanzada al final de la fase exponencial fue de 2.9 g/L. En cuanto a la formacién de producto,
en la figura 5-22d se observa que la actividad especifica de PA (al agotamiento de la glucosa)
fue de 0.11 U/mgee), y 1a actividad volumétrica de 0.21 U/ml. Cabe resaltar que la actividad
enzimdtica continda aumentando como consecuencia del procesamicnto del precursor de PA,
acumulado durante el crecimiento (situacion que se discutird mids adelante). Sin embargo,
debido a la diferencia de tiempos entre los cultivos a las distintas condiciones, se tomé
arbitrariamente como punto de comparacién ¢l valor de actividad especifica registrado al
agotamiento de glucosa. Se observa que a las 15 h de cultivo, la actividad enzimdtica presentd
un decaimiento como consecuencia de una perturbacién en el control de pH (figura 5-22¢).
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Figura 5-23, Composicién de los gases a la entrada del bioreactor durante un cultivo a TOD
oscilante (E = 2.5 %, A = 2.5 %, Q = 400 s).

La figura 5-25 resume los resultados de velocidad de crecimiento y rendimiento celular de los
cultivos a TOD oscilante. La figura 5-26 muestra los datos de produccién de PA y 4cidos
orgdnicos tanto a TOD constante como oscilante, Se observa que todos los pardmetros de los
cultivos con fluctuaciones (referidos al eje de oscilacién), son muy similares a las tendencias de
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los cultivos control (TOD constante) mostrados como lfnea continua. Lo anterior hace suponer
que las oscilaciones de oxigeno disuelio no afectaron importantemente el comportamiento
cinético del microorganismo durante la fase exponencial. Al parecer, el valor promedio de TOD
(eje de oscilacidn) es el que determina el comportamiento del cultivo. Una estrategia de
fermentacion, basada en interrupciones programadas en la agitacién o en la aireacidn (incluso en
ambos), puede ser utilizada en bioreactores de gran escaly, con lu finalidad de reducir los
consumos de energfa durante el proceso de fermentacién. Tal estrategia, permitirfa reducir los
costos de operacidn, sin afectar el rendimiento de los productos de interés. Por el contrario,
como se discutird ms adelante, el uso de la interrupciones programadas de agitacién o aireacidn,

podrian incluso aumentar la produccién de la PA.

} s Respuesta del simulador
................... St’l]’l’i’ll de TOD

(=
1

TOD, %

B W
X ST ST S
—

p——

: e

p— J

J—

——

—

-

———y®
———
ey
i
errreevieresaserentsoereseeny
—
remrereonenonseesovessarerey,

T
—
"
e S

3

2t | { { ! | |

S

A

6 T es 1 15 po 8
iempo,

Figura 5-24. Sefpoint cuadrado y respuesta del simulador durante un cultivo a TOD oscilante
(E= 2.5 %, A= 2.5 % y Q = 400 s).

Debido a la escasa informacién en donde se reporta la influencia del TOD oscilante sobre
sistemas de expresién recombinante, no existe un patrén adecuado de comparacién. Sin
embargo, los resultados obtenidos con PA son congruentes con el trabajo de Namdev y col.
(1993), que reportaron que la produccién de B-galactosidasa por E. coli Dh5at/pUCL9 no se
afect6 por la presencia de fluctuaciones al azar en la TOD. Por el contrario, en otro trabajo se
reporté que la produccién de B-galactosidasa de S. cerevisiae YN124/pLG669-z, aumenté al

doble cuando los cultivos en quimiostato fueron sometidos a oscilaciones de TOD (Caunt y col.,
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1990). Sin embargo, es importante remarcar que la PA es una enzima con propiedades muy
particulares. La PA es de las pocas protefnas de procariotes que presentan procesamiento post-
traduccional, no asf la B-galactosidasa. Por otra parte, el comportamiento de los sistemas de
expresion recombinante en eucariotes (por ejemnplo levaduras) no es necesariamente extrapolable

a otros procesos (v.g. organismos procariotes).
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Figura 5-25. Efecto del eje de oscilacién sobre la velocidad especifica de crecimicnto, el
rendimiento celular y la actividad especifica de PA al agotamiento de glucosa.

La barra (I—1) indica los niveles de TOD a los cuales se osciid.
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Figura 5-26. Efecto del eje de oscilacidn sobre la produccidn PA y dcidos orgdnicos. La barra
(I—1) indica los niveles de TOD a los cuales se oscild.

Con la finalidad de predecir cual es el comportamiento puntual del los cultivos con TOD
oscilante, se modelaron estos cultivos mediante simulacién numérica.

Para simular la cinética de crecimiento con fluctuaciones de oxigeno se utilizaron las ecuaciones
fundamentales ‘de crecimiento y formacién de producto (ecuaciones 5-3, 5-4 y 5-5) y ¢l
algoritmo de resolucién de ecuaciones diferenciales simultdneas de Runge-Kutta (apéndice H).
La velocidad especifica de crecimiento y el rendimiento celular fueron estimados puntualmente
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para cada tensién de oxigeno, ya que como se demostrd en la seccién 5.3, ambos pardmetros
son funcidn de la tensién de oxfgeno. La velocidad de crecimiento fue estimada utilizando la
ccuacion de Monod con dos sustratos limitantes (glucosa y oxigeno) y el rendimiento fue
calculado utilizando la ecuacion 5-2. Las ecuaciones resultantes, una vez de incorporar el perfil
oscilatorio de la TOD, son las enumeradas como 5-6 y 5-7, respectivamente. Las constantes de
la ecuacién de Monod fueron las estimadas en la seccién 5.3 (para oxigeno) y las reportadas por
Zamora (1994) para glucosa. Para la actividad enzimdtica (AE) se utilizd la cinética de
Luedeking-Piret (00 = 33 Ulgeey, y B = 19 Ulgeer..h), propuesta por Zamora (1994) y utilizando
las conslantes estimadas para el cultivo a TOD oscilante (E = A =2.5 %, P = 400 s).

dX
£ =nX 5-3
dt k ©-9)
.q_s. = —.Ji)i_ (5.4)
de Yx/s
AE
%r- =(op +B)X (5-5)
[
- [E + ASin(%)]
H=H_, x[ ) N (5'6)
MAFLKs +5] Ko +[E + ASin(m)]
L 2 Q
-
[E + ASin(%ﬁ)]
Yrs= Yx/s(max) “am -7
KX/S +[E + ASIH('—'(—Z—)]

La figura 5-27 muestra la simulacién numérica de un cultivo a TOD oscilante. Los simbolos
representan los datos experimentales y las lineas continuas los datos de la simulacién. Se
observa que existe buena similitud entre los valores experimentales y los obtenidos
numéricamente. Cabe resaltar que la curva de crecimiento presenta un incremento escalonado,
debido a las variaciones en la velocidad especifica de crecimiento, la cual fue influenciada por el
perfil oscilatorio del oxfgeno disuelto, La figura 5-28 muestra una ampliacién de los datos y
se puede apreciar mejor el crecimiento escalonado.

80



Resultados y Discusion

LA SR AN

(o) Biomasa, g/L
1
(®) Glucosa, g/LL

0
‘E L
o
§ 02
5
AV
E
3
]
S
T 0l
2
2
5
<
0

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Tiempo, h

Figura 5-27. Simulacién numérica de un cultivo a TOD oscilante ( E= 2.5%,A =25% y Q =
400 s). Las lineas representan los datos de la simulacién.

El modelamiento matemdtico predice que en realidad se obtiene un perfil oscilatorio en la
velocidad especifica de crecimiento (figura 5-29), originado por las fluctuaciones de TOD. La
p medida a través del muestreo de densidad dptica fue de 0.28 h-l.

Shaforostova y col., (1973) reportaron la presencia de irregularidades en la p de diferentes
microorganismos (entre ellos E. coli). Demostraron que la it durante la fase estacionaria no es
un valor constante, sino que, por el contrario, presenta una tendencia oscilatoria, debido a la
sincronfa del crecimiento ain en condiciones no limitantes. Caunt y col. (1990), concluyeron
que la estabilizacién de pldsmido pLG669-Z en S. cerevisiae, fue el resultado de las oscilaciones
de la velocidad especffica de crecimiento, forzadas mediante cambios periédicos en el oxigeno
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disuelto. Por otra parte, al comparar los tiempos caracteristicos de las reacciones bioldgicas
(control de m-RNA, induccién de enzimas, etc.), que oscilan entre 10 y 100 s (Sweere y col.,
1987), se observa que son menores que el perfodo de la oscilacion de TOD (400 s) utilizado en
este trabajo. Como se discutié en la seccién 2.2.2, los fendmenos de transporte son los que
controlan al sistema. Lo anterior explica la naturaleza oscilatoria de p en funcién de las
fluctuaciones de TOD. Tal efecto solo serd visible en ventanas de tiempo muy pequefias (v.g. L
puntual, acumulacién de precursor de PA), ya que como se discutié anteriormente, las
oscilaciones de TOD a 400 s, no afectan el comportamiento de los cultivos, cuando se analizan

en ventanas de tiempo grandes (v.g. rendimiento celular, 1 global),

0.53

Biomasa, g/L.
o
S
oo

043 bnsdausaslagaaldo g o dsuaadas s ds g da s va e

5 51 52 53 54 55 56 57 58 59 6
Tiempo, h

Figura 5-28. Crecimiento escalonado como consecuencia de las oscilaciones de TOD.
Una forma prdctica de demostrar la presencia de condiciones cambiantes en la p1 en cultivos con
TOD oscilante, podrfa ser a través del monitoreo en linea la densidad dptica "in situ" con un

sensor apropiado. Tales observaciones podrian confirmar o descartar el modelo propuesto por
las ecuaciones 5-6 y 5-7.
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Figura 5-29. TOD oscilante y 1 puntuales obtenidas para la simulacién numérica del cultivo a
TOD oscilante (E = 2.5%, A= 2.5% y Q =400 s). La linea punteada (---)
representa la |1 experimental obtenida mediante los datos de hiomasa medida cada
hora,

5.5 Efecto de las condiciones de incubacion sobre el procesamiento
del precursor de PA

En la figura 5-30 se muestra una cinética de crecimiento a 0.8 % TOD, en donde se prolongé
el tiempo de cultivo hasta 26 h. Se observa que durante la etapa de crecimiento exponencial, la
actividad volumétrica de PA sigue muy de cerca a lacurva de crecimiento. Sin embargo, cuando
el cultivo ha llegado a fase estacionaria, la actividad enzimdtica contindia aumentando en forma
lineal. Nagalakshimi y Pai (1994), reportaron que la actividad especifica de PA puede aumentar
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incluso al doble debido a un aumento en la permeabilidad celular, ya sea por ruptura celular o
por la adicién de detergentes catiénicos como el bromuro de N-acetil trimetil amonio (CTAB).
Tal aumento se debe a que al permeabilizar la membrana celular externa, se reducen los
problemas difusionales del sustrato al interior del espacio peripldsmico que es donde se lleva a

cabo la reaccién.
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Figura 5-30, Aumento en la actividad enzimtica en Ia fase estacionaria de un cultivo lote.

Con la finalidad de descartar si el aumento en la actividad de PA se debe a un aumento en la
permeabilizaci6n de la membrana externa (debido a envejecimiento celular), se toraron muestras
durante las diferentes etapas del cultivo para la determinacién de actividad enzimética. Una
fraccién de las muestras fue lisada mediante sonicacién para liberar completamente el contenido
periplismico ¢ intracelular antes de medir la actividad enzimdtica.
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En la figura 5-31 se muestra la actividad especifica de PA de las muestras tanto de células
lisadas (sonicadas) como células completas (no sonicadas). Se observa que la actividad
especifica fue aproximadamente un 3 % mids alta en células sonicadas. Sin embargo, tal
diferencia no es significativa. Lo anterior sugicre que el aumento en fa actividad durante Ta fase

estacionaria no se debe a lisis o permeabilizacién de la membrana celular.
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Figura 5-31, Efecto de la ruptura celular sobre la determinacién de la actividad de PA. Las
muestras no sonicadas corresponden al promedio de dos determinaciones
Independientes,

Con la finalidad de evaluar las condiciones que afectan o favorecen el procesamiento del
precursor de PA, se dren6 caldo de cultivo una vez que se agotd la glucosa. Las células
obtenidas se colocaron en matraces y se incubaron por 12 h, a diferentes condiciones de pH,
concentracién de dcido acético y oxigeno.

La figura 5-32 muestra los valores de actividad enzimdtica al agotamiento de glucosa
(actividad residual) y la actividad obtenida después de la maduracién (procesamiento) a pH 6, 7
y 8. Se observa que en los tres ensayos, la actividad especffica de PA aument6 de 0.11 a
0.22 U/mgce).. Lo anterior sugiere que el pH, en el intervalo de 6 a 8, no influye en el

procesamiento del precursor de PA.
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Figura 5-32, Efecto del pH sobre el procesamicnto del precursor de la PA, (---) actividad al
agotamicnto de glucosa,

La figura 5-33 muestra el efecto de la concentracion de dcido acético sobre el procesamiento.
Se observa que en ausencia de acetato, la actividad aumentd de 0.11 a 0.41 U/mgce). A medida
que la concentracién de acetato aumentd, la actividad especifica disminuyd, por ejemplo, en
presencia de acetato (1.7 g/L), la actividad aumenté de 0.11 a 0.33 U/mg). En general, los
resultados sugieren que el dcido acético tuvo un ligero efecto inhibitorio sobre el procesamiento.

La figura 5-34 muestra el aumento en la actividad de PA durante la fase estacionaria de
cultivos con diferentes composiciones de oxigeno a la entrada. Se observa que el matraz
incubado en anaerobiosis (0 % de oxigeno), la actividad especifica de PA se increment6 de
0.09 U/mgcey. a 0.11 U/mgcel, lo que representa un aumento del 27 %. Mientras que en el
matraz aireado con 9.1 % de oxigeno en la fase gaseosa (40 % TOD aproximadamente), el
incremento en la actividad fue de 0.09 U/mgge), a 0.41 U/mgee),, que corresponde a un aumento
de mds del 300 %. Cuando las células se incubaron con 21 % de oxigeno (100 % TOD
aproximadamente), se logré un incremento del mismo orden de magnitud que a 9.1 % de

oxigeno.
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En base a los resultados, se puede concluir que, de los pardmetros evaluados. el oxigeno
interviene de manera mds importante que otros pardmetros como el pH y la concentracién de
metabolitos de desecho (i.e. el dcido acético). El mecanismo de accién del oxigeno sobre el
procesamiento no esti claro, posiblemente se trate de un efecto del potencial redox del medio de
cultivo, ya que al cambiar la tensién de oxfgeno se altera el par Op/H;0, que es el par redox mis
importante en el cultivo. Cabe enfatizar que los resultados, concuerdan con los demids cultivos
realizados y que se muestran en los apéndices F y G.

A la fecha no hay reportes en donde se demwestre la importancia del oxigeno en el procesamiento
post-traduccional de protefnas. Sin embargo, se sabe que la presencia de sustancias no
metabolizables como el glicerol o la sacarosa favorecen la acumulacién del precursor de PA en ¢l
espacio peripldsmico (Scherrer y col.,1994).

5.6 Efecto conjunto del TOD oscilante y la maduracion

Segin los resultados mostrados en secciones anteriores, se puede concluir que a tensiones de
oxigeno disuelto bajas, se favorece la produccién de PA, sin embargo, el rendimiento celular es
fuertemente afectado. Por otra parte, los estudios de maduracién realizados en fase estacionaria,
revelaron que el procesamiento se favorece de manera importante por tensiones de oxfgeno altas.
Un efecto combinado puede estar dado por condiciones cambiantes de oxigeno. Es decir, es
posible favorecer la produccién de la enzima y la acumulacién del precursor mediante la
exposici6n a tensiones de oxfgeno bajas, y favorecer el proceso de maduracién mediante
tensiones altas de oxfgeno disuelto.

La figura 5-35 compara la cinética de crecimiento y de producci6n bajo dos condiciones; la
primera considerada como control, en donde el oxigeno disuelto se mantuvo constante a 40 %
TOD y otro cultivo con fluctuaciones de oxigeno (E = 15 %, Q =400 s, A = 5 % durante la
fase de crecimiento y A = 15 % para la fase estacionaria). Se observa que la curva de
crecimiento, consumo de sustrato y actividad especifica de PA (durante la fase exponencial) son
muy similares. Sin embargo, en la fase estacionaria, el cultivo a TOD constante presenté un
aumento en la actividad de PA de 0.09 a 0.14 U/mgg,, incremento que no es muy importante,
mientras que el cultivo con fluctuaciones de TOD, mostré un aumento en la actividad de 0.09
hasta 04 U/mgce], lo que representa un aumento de més del 300 %. La diferencia en los
incrementos de actividad entre ambos cultivos, sugiere que, condiciones fluctuantes de TOD,
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favorecen la sintesis y acumulacién del precursor de PA. Tal aseveracion estd basada en los
resultados de actividad enzimdtica. Sin embargo, la cuantificacién del precursor de PA, serfa
una forma mds rigurosa de demostrar que las oscilaciones de TOD influyen en la sintesis del
precursor de PA.

En la figura 5-36 se muestra un evento similar al descrito anteriormente. En este caso, el
cultivo se mantuvo fluctuando entre 0y 15% TOD (E=7.5% y A =7.5) y ¢l control utilizado
fue el cultivo a 10 % TOD. Nuevamente, se observé la misma velocidad especifica de
crecimiento (0.35 h-!) entre ambos cultivos. El desfase entre las curvas, se debe muy
posiblemente a las diferencias en la viabilidad de los inculos. En cuanto a la formacién de
producto, se observa que el perfil de actividad especifica es muy similar durante la fase
exponencial: en ambos casos la actividad al agotamiento de glucosa fue de 0.09 U/mgcel.. Sin
embargo, en la etapa post-fermentativa, la actividad especifica aumentd a 0.22 U/mg, para el
cultivo control (10 % TOD). El cultivo a TOD oscilante, por otra parte, presentd un aumento de
0.09 a 0.48 U/lhgcd,, lo que representa un incremento de mds de 400 %. De igual forma, la
actividad volumétrica aumentd de 0.25 a 0.45 U/ml para el cultivo a TOD constante y de 0.25 a
0.95 U/ml para el cultivo a TOD oscilante. Los resultados anteriores, apoyan el modelo de la
velocidad especifica de crecimiento oscilatoria, propuesto por las ecuaciones 5-6 y 5-7. La
estrategia de fermentacidn, que propone reducir la velocidad especifica de crecimiento, mediante
bajas tensiones de oxigeno y la exposicidn a altas tensiones de oxigeno para favorecer el
procesamiento del precursor de PA, esté respaldado por los resultados mostrados en las figuras
5-35 y 5-36. Resultados similares fueron observados por Ramfrez y col (1994a), quienes
reportaron una actividad especifica de PA de 2 U/mgporema €n cultivos exponencialmente
alimentados, donde la velocidad especfica de crecimiento fue controlada a 0.01 h-!, mediante la
limitacién por glucosa y manteniendo la TOD a 40 %.

Los resultados reportados en este trabajo sugieren, que condiciones cambiantes en la tensién de

oxfgeno (oscilaciones de TOD), favorecen la sfntesis y procesamiento del precursor de la PA de
manera importante.
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A =15 % para la fase estacionaria).
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Capitulo VI

Conclusiones y recomendaciones

Diseilo y caracterizacion del sistema

El electrodo utilizado presentd un comportamiento dindmico de primer orden con una constante
de tiempo (Tg) de 18 s. El simulador desarrollado se caracterizd por tener una constante de
tiempo de 27 s (kp_a de 133 h-1) por lo que solo serd posible simular tiempos de circulacién
superiores a este valor. La limitacién mds importante estid dada por el kpa (por ejemplo, para
lograr simular un tiempo de circulacién de 5 s, se requiere de un reactor con un ki a de mds de
720 h-1, valor que no es posible alcanzar con disefios convencionales). Sin embargo, los
resultados que se pueden lograr con el simulador desarrollado, pueden ser de wilidad para
obtener una aproximacion del comportamiento bioquimico de los microorganismos ante la

presencia de ambientes fluctuantes de oxigeno.

El simulador presentd su mejor desempeiio utilizando el serpoint cuadrado, combinado con
velocidades de agitacién superiores a 500 rpm y aireacién de 1,000 cm3/min. Bajo tales
condiciones de operacidn, el simulador se encuentra en fa region turbulenta (Re >11,000), en
donde presenta la mdxima velocidad de respuesta que es capaz de alcanzar.

Con referencia a los aspectos de control, el simulador fue capaz de lograr pertiles oscilantes de
TOD, presentando un desfase constante (inverso al perfodo de oscilacién que se quiera generar),
lo cual carece de importancia para fines prdcticos. La implementacién del algoritmo PID
permitié satisfacer la demanda de oxfgeno durante las diferentes edades de los cultivos
microbianos. Sin embargo, dadas las diferencias en el comportamiento dindmico en cada etapa,,
la implementacidn de una subrutina de estimacion continua de las constantes K, 1j y t¢ (control
adaptativo automdtico), serfa de gran wilidad para garantizar controles de oxigeno mds
eficientes.

Aplicacion del simulador al proceso de produccion de PA

a) Cultivos a TOD constante

La velocidad especitica de crecimiento al igual que el rendimiento celular, mostraron un perfil de
saturacién en funcién de la TOD del cultivo (Upax = 0.38 b, Ko, = 0.54 % TOD y
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YX/Sgnax) = 0.54 geet/getucosa y Kyjs =0.67 % TOD, respectivamente).  La actividad de PA
(medida al agotamiento de glucosa) se favorecid a tensiones por debajo de 5 %, logrando el
doble de la actividad respecto al valor aleanzado (0.09 U/mgeg) en los cultivos no limitados por
oxigeno (tensiones superiores a 5 %). El incremento en la actividad enzimitica, se debid a la
disminucion de la velocidad especifica de crecimiento, mediante la limitacion de oxigeno,
resultados que concuerdan con los cultivos lote alimentados limitados por glucosa, reportados

por Ramfrez y col. (1994a).

La ausencia de crecimiento en el cultivo anaerobio, se pudo deber a la ausencia de selenio y
nitrato en el medio de cultivo. Sin embargo, se recomienda descartar 1a posibitidad de que se

trate de un cepa mutante que no exprese las enzimas involucradas en ¢l metabolismo anaerobio.

La aparicion de metabolitos secundanios (acetato y formiato pricipalmente) se debid al efecto
Pasteur, que se presenta i tensiones de oxfgeno por debajo de la coneentracion critica, mientras

que la generacion de acetato a tensiones no limitantes se debio al efecto Crabrree.
b) Cultives a TOD oscilante

La similitud entre las tendencias de los pardmetros cinéticos y de produccidn de PA y de otros
metabolitos (acetato y el deido fdrmico), tanto a TOD constante como oscilinte (hasta antes del
agotamiento de glucosa), sugieren que, las oscilaciones de oxigeno no afectaron el sistema de

expresion recombinante durante la fase exponencial.

Se demostré que es posible favorecer la produccidn de PA mediante la manipulacién de la
velocidad especfica de crecimiento, a través del control de 1a TOD. Sin embargo, utilizando tal
criterio se ve afectado el rendimiento. Por otra parte, los estudios en fase estacionaria revelaron,
que ¢l oxfgeno participa de manera muy importante en el procesamiento del precursor de PA.
Una estrategia de cultivo que combine ambos efectos: control de la velocidad especffica de
crecimiento mediante la limitacién por ox{geno y exposicién a tensiones de oxfgeno altas (para
favorecer el procesamiento), hacen del pertil oscilante una herramienta de gran utilidad y ficil de
escalar, para aumentar la produccién de protefnas en microorganismos recombinantes,

Las fluctuaciones de TOD generados en bioreactores de escala laboratorio, son una herramienta
de gran utilidad para evaluar ¢l comportamiento de microorganismos con DNA recombinante.



Conclusiones

Con base en los estudios de escalamiento descendente realizados en este trabajo, se concluyd
que la presencia de gradientes de oxfgeno disuelto en bioreactores de gran escala, pueden
tavorecer la produccién de PA por E. cali IM101/pPAI102.

El estudio de escalamiento descendente descrito en este trabajo, representa un esfuerzo pionero

de los grupos nacionales de invesugacidn, y es de los pocos a nivel mundial, donde el modelo

bioldgico involucra DNA recombinante.
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A. Anilisis de la respuesta transitoria

A.l Sistemas de primer orden

Apéndices

Los sistemas de primer orden son aquellos en donde se puede modelar la salida o respuesta

ante una perturbacion a través de una ecuacion diferencial de primer orden (ec. A-1),

Fisicamente, este tipo de sistemas se puede representar por un circuito F-C esquematizado en

la figura A-1.

Reagrupando:

Definiendo:

Se obtiene;

dC
a, — 4+ a.C = bF(t
. dt % W

L9 e LRy
a, dt a,
a, b
T=— Kp=—
a, y p a
dC
‘C-a?' +C = KpF(t)

(A-1)

(A-2)

(A-3)

(A-4)

Donde tes “la constante de tiempo del sistema” y estd inversamente relacionada con la

dinfmica del sistema. Kp se denomina “ganancia del proceso” y nos dice que tanto se

amplifica una sefial ante una perturbacién.

La funcién de transferencia, G(s) para los sistemas de primer orden, definida como la relacién
de la transformada de Laplace de la variable de salida, C(s) (variable dependiente) y la
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transformada de Laplace de la variable de entrada, F(s) (variable independiente), viene dada
por:
C(s) _ Kp

G(A‘)Z—:‘—‘—-—"—“ ({\'5)
Fsy t5+1

Expresién que resulta de la trasformada de Laplace de la ec A-4. Donde s ¢y una varable

definida en el plano de los niimeros complejos.

A los procesos descritos por la ecuacidn (A-5) se les conoce como ‘“sistemas con retraso

exponencial de trasferencia” o “sistemas con retraso de primer orden”.

——F—(p——b Sistema --E(-tl—-p

FS) o Kp | €O,
TS+l

Figura A-1. Diagrama de bloques y funcién de transferencia de un sistema de primer orden.

A.1.1 Respuesta al escalén unitario de sistemas de primer orden

Si un sistema de primer orden en estado estacionario se somete a una perturbacién (tipo
escalén) en la variable de entrada, se obtendrd una respuesta en la salida hasta alcanzar un
nuevo estado estacionario, La trasformada de Laplace de la funcién escalén unitario, F(s),
(figura A-2), esta dada por:

|r—

S[F(t)] = F(s) = (A-6)

3

o
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Fo
1

Figura A-2. Escalén unitario.

Sustituyendo la ecuacién (A-6) en la ecuacion (A-5) y normalizando para cualquier proceso
(Kp=1) se obtiene:
Cl= ot (A-7)
R AR B
Resolviendo por fracciones parciales y aplicando la antitransformada de Laplace a la ecuacién
anterior, se obtiene:

C(t)=1—e‘t/T para t20 (A-8)

La ecuacion A-8 describe la respuesta transitoria de cualquier sistema de primer orden ante
cambios escalonados. Dicha expresion establece que inicialmente la salida C(t) es cero y
finalmente se convierte en la unidad. Una curva de respuesta tipica de estos sistemas se
muestraen la figura A-3,

1
CL "]
0.84 /
0.6
0.44
3 x g g R

0.2- g 8 g 8 3

o4

0 T 27 3t 47 5T t

Figura A-3, Curva de respuesta exponencial de un sistema de primer orden.
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A.1.2 Caracteristicas de los sistemas de primer orden

Estos sistemas se caracterizan por:

1.- Cuando t=7 el valor de C(t) es 0.632, es decir la respuesta C(t) ha alcanzado el 63.2% de su

variacidn total, esto se demuestri sustituyendo el valor de "t" en la ceuacion (A-8).
Ct)=1-¢"' =0.632 (A-9)

Para obtener la constante de tiempo de un proceso de primer orden bastard simplemente saber
el tiempo que se tarda en alcanzar el 63.2 % del valor de la respuesta final (figura A-3) ante
un cambio escalonado. La constante de tiempo (1) nos dice que tan dindmico es el proceso

(mientras mds pequeiia sea la constante de tiempo, mds rdpida serd la respuesta del sistema).
2. La pendicnte de la tangente en t = 0 es 1! dado que:

S - (A-10)

La salida alcanzarfa el valor de C(t) = 1 en t = 1 si mantuviera su velocidad inicial de respuesta
(a esos sistemas se les llama sistemas puramente capacitivos). Sin embargo, de la ecuacién
(A-10) se observa que la pendiente de Ia curva de respuesta C(t) decrece monoténicamente
desdet! ent=0hastaceroent =oo,

3. De la figura A-3 se observa que en una constante de tiempo la respuesta transitoria del
sistema ha ido desde O hasta 63.2% del valor final. En dos constantes de tiempo, serd de
86.5%, en t= 31, 41, y 57, la respuesta alcanza el 95, 98.2 y 99.3, respectivamente. Entonces,
para t > 41, la respuesta faltante del mdximo queda dentro del 2 %. La ecuacién A-8 establece
mateméticamente que el estado estacionario sélo se alcanza tras un tiempo infinito. Sin
embargo, en la préctica, una estimacion razonable de la respuesta transitoria es el tiempo que
se necesita para alcanzar el 95 % de la respuesta final, es decir tres constantes de tiempo. A
esto se ke conoce como "tiempo de respuesta del sistema”.

Para determinar experimentalmente si el sistema es o no de primer orden, se traza la curva de
log[C(t)-C(e0)] vs t. Si la curva resuitante es una linea recta, el sistema es de primer orden. Se
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hace notar que es mds conveniente graficar [C(t)-C(e0)] / [C(0)-C(e0)] vs t en papel
semilogarftmico (figura A-4).

TTTTT

o
T

0.0l
F

[C®-C(==)/[C0)-C(==)]

000 b b L L w L L L
0 10 20 3 40 S0 6 70 80 90 100 110 120

Figura A-4. Forma linealizada de un sistema de primer orden.

A.1.3 Estimacion de la constante de tiempo en sistemas de fermentacion
De un balance de oxigeno en un bioreactor se obtiene :

g—% +k aC, =k aC; -Q, X (A-11)

Suponiendo un sistemna libre de células (Qo,X=0) y dividiendo entre kp a:

l dCL L]
o=k 4(C, =C A-12
ka d - ¢ (A-12)

Para tales condiciones, la ecuaci6n de salida ante un cambio escalonado viene dado por:

* “kyas
cL=cg(1,-e kuoety (A-13)
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En la ecuacion (A-13) se observa que el kpa es igual al inverso de la constante de tiempo (de
la ecuacién A-8). Lo anterior solo es vélido si se desprecian otros eventos dindmicos (i.e.
como la respuesta del electrodo, retrasos por transporte del gas etc.), de lo contrario la

ecuacion (A-13) debe ser expresada como:

C, =Cl=c™™) (A-14)
Donde 15 es la constante de tiempo del sistema.
A.1.4 Respuesta de los sistemas de primer orden a entradas sinusoidales
Al someter un sistema de primer orden a una entrada sinusoidal (dada por la ec. A-15), el
sistema aleanzard un estado estacionario dindmico de naturaleza stnusoidal, con una frecucnaa

similar u la frecuencia de entrada, pero presentando destase y una amplitud diferente.

Para un sistema descrito en la figura A-1y considerando una entrada sinusoidal del tipo:

2t
Fi)=E+A Sen(———] (A-15)
Q

La respuesta del sistema viene dada por:

C(t) = KpE + 28D Sen[(zl‘-t)—tan"(zl‘-r)] (A-16)

;}1 +1’(-2—1-t-)2 @ @
Q

A este tipo de andlisis se le conoce como métodos de frecuencia. El estudio puede realizarse
utilizando control de lazo abierto y tiene la ventaja de que predice el comportamiento del
sistema cuando se encuentre bajo control de lazo cerrado.

La ecuacién A-16 establece que, para perfodos grandes, la amplitud de C(t) es igual a Kp
veces la amplitud (A) de la entrada y el desfase es inversamente proporcional al perfodo ().

Para perfodos pequefios de oscilacién, la amplitud de la respuesta es pequefia y se aproxima a
una relacioén proporcional. Por otra parte, el desfase tiende a -90° a medida que el perfodo (Q2)

tiende a cero,
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A.2 Sistemas de segundo orden

Un sistema de segundo orden es aquel cuya salida C(t) puede ser modelada a través de una
ecuacidn diferencial de segundo orden del tipo:

d ¢ —a, %C a,C=DbF() (A-17)
dt t
Definiendo:
= (& = Kp=-2 A-18
T a, 6 21&0 y P a, ( )

Donde T es la constante de tiempo, { es el factor de amortiguamiento y Kp es la ganancia del

proceso.

Sustituyendo las constantes de A-18 en A-17 y rearreglando:

1 d2
e +2§t—-—+C KpF(t) (A-19)

Aplicando la transformada de Laplace a la ecuacidn anterior :

C(s) _ Kp

— A-20
F(s) 7T°S*+2(1S+! (A-20)

G(s) =

La ecuacién: A-20 es la funcién de transferencia que describe el comportamiento de los
sistemas de segundo orden.

Este tipo de sistemas se presentan cuando:

1) Dos procesos de primer orden se encuentran acoplados en seric, denominados procesos
multicapacitivos (Figura A-5).
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F(s) Kp | R®) Kp, | CG
> T S+l > T,S+1 >

Figura A-5. Sistemas de primer orden acopladados en serie.

2) Un proceso de primer orden al que se le ha instalado un control de lazo cerrado (figura

A-0).
F(s) Kp (s)
— S@S+l) |° | >

Figura A-6. Diagrama de un sistema con control retroalimentado.

3) Procesos de segundo orden por naturaleza (figura A-7).

F(s) Kp C(s)
> T28% +2(TS +1 >

Figura A-7, Diagrama de un sistema de segundo orden propiamente dicho.

A.2.1 Respuesta de los sistemas de segundo orden a un cambio escalonado

Estos sistemas en estado estacionario, al ser sometidos a una perturbaci6n tipo escaldn, '
responden al cambio hasta alcanzar un nuevo estado estacionario, ya sea en forma oscilatoria o i
no. Sustituyendo la transformada del escalén unitario (ecuacién A-6) en la ecuacién A-20 se

obtiene:

Kp

O = st

(A-21)

Si se aplica la antitransformada de Laplace a la ecuacién A-21, se obtienen varias soluciones
dependiendo del valor numérico del factor de amortiguamiento ({). Asf se pueden obtener :
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a) Sistemas no amortiguados ({=0).

Se les conoce como sistemas sin decaimiento y se caracterizan porque al ser sometidos a una
perturbacidn, generan una respuesta oscilatoria permanente. Dicha respuesta viene dada por la
ecuacion A-22.

C(t) =1-Cos (—;—) part 120 (A-22)

b) Sistemas subamortiguados (0< {< 1).

Son sistemas que responden acercdndose a la respuesta estacionaria en forma oscilatoria y
puede ser modelada por la ecuacién A-23.

s e e
4 y

o=
Sen| -+ Tan™! L{“ pua (20 (A-23)

Ci)y=1-
T

¢) Sistemas con amortiguamiento critico ({=1).

-t

2

o<

Son sistemas que se acercan al estado estacionario sin oscilar y se caracterizan por ser los
sistemas de segundo orden més rdpidos. La respuesta transitoria para estos sistemas viene dada
por la ecuacién A-2A.

- t

Cty=1-e "‘(1 +-T-) para t20 (A-24)
c) Sistemas sobre amortiguados ({ > 1).
Son sistemas que resultan generalmente de procesos multicapacitivos (dos o méds procesos de
primer orden en serie).y se caracterizan por acercarse al estado estacionario sin oscilar y
hacerse més lentos entre mayor sea el factor de amortiguamiento. La ecuacién A-25 modela la
respuesta transitoria de estos sistemas ante cambios escalonados.

C(t) = 1~ g6 fEF-0e para t20 (A-25)

La representacion grafica de estos sistemas se muestran en la figura A-8. y la evolucién de la
velocidad de respuesta durante el tiempo en la figura A-9.
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C)

80
t(s)

Figura A-8. Curvas de respuesta ante ol escalén unitario de los sistemas de segundo orden.

0.05

0.02}

0.01 1

0 10 20 30 40 50 60 70 80
t(s)

Figura A-9. Evolucién de la velocidad de respuesta de sistemas de segundo orden (amortiguado
criticamente {=1 y sobre amortiguado &>1).
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A.2.2 Estimacion de la constante de tiempo de sistemas de segundo orden
con amortiguamiento critico
Cuando se ha alcanzado una constante de tiempo (t=1), la ecuacidn A-24 se reduce
Cty=1-2e"=0.264 (A-20)

Para obtener la constante de tiempo de un proceso de segundo orden con amortiguamiento
critico, bastard simplemente saber el tiempo que tarda en alcanzar el 26.4 % del valor de la

respuesta final.
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B. Programa de control y generador de ondas cuadradas de TOD
en lenguaje QuickBasic

CLS:CLEAR
START:
LIBRARY "TurboDrivers INTERFACE®
LIBRARY "DATAMANIPULATION INTERFACE"
CLS
MENU 2.0.1,"":MENU OFF
MENU 1.0.1,"INTERACTUAR"
MENU L11,"CAMBIAR PARAMETROS":CMDKEY t,1,"P"
MENU 1.2,],"DETENER ":CMDKEY 1,2,"D"
MENU 1.3,1,"REINICIAR".CMDKEY 1,3,"R"
MENU 14.1."TERMINAR".CMDKEY 1 .4,"T"
ONMENU GOSUB INTERAC: MENU ON

PRINC:
WINDOW 2. "PARAMETROS", (60,40)-(600,470).1
INPUT "Nombre del Archivo (no repetir nombre ya usada)'; ARCHIVOS : PRINT
INPUT “Intervalo de Adquisicién de Datos (seg)";T1! : PRINT
INPUT "Tiempo de Ia Fermentacién (Hrs.)"; TFH: PRINT
INPUT "Flujo Total de Gases de Entrada en ccpm (no exceder de 1000)"; FG% : PRINT
PRINT "Composici6n Inicial de los Gases de Entrada”
INPUT "% N2 (sugerido:79%)"; N21
INPUT "% 02 (sugerido:21%)"; O2L:PRINT
INPUT "Tiempo de Control (seg)"; delta!
INPUT "% de Oxfgeno Disuelto Deseado EYE",EJE! : PRINT
INPUT"AMPLITUD DE LA ONDA":Amp
INPUT"PERIODO DE LA ONDA",PER
INPUT "Ganancia para Control O.D. (-I para suprimir control)";GAINDO
INPUT "Constante Integral para Control DO (1 EY para suprimir control integral)"; TAU!
INPUT "Constante Diferencial para Control DO (0 para suprimir control derivativo)”; TAUD: PRINT
INPUT "pH Deseado";SPH!: PRINT
INPUT "Duracién del pulso para control de pH {seg.) (-1 para suprimir control)";GAINPH ; PRINT
INPUT "Banda de Tolerancia para pH (+/- pH)";TOLPH : PRINT
ALFA=1.225
SDO\-EE!

WINDOW CLOSE 2

CONSTANTES:

TF=TFH*3600

np=TFM
REM SPODC ES LA VARIABLE ARREGLADA PARA GUARDAR AL DISCO EL SETPOIT CUADRADO
DIM value%(15):DIM value!(15)

DIM DOP!(np+10):DIM PHP!(np+10):DIM REDOXP!(np+10):DIM SPODC(np+10)
DIM 02P!(np+10):DIM N2P!(np+10):DIM TRHP(np+10):DIM TEMPP(np+10)
DIM ABSOP!(np+10):DIM FLUP!(np+10)

ER%=0:slot%=1:value%(0)=0:LSB=10000/4096. ER%=0
FOR bit%=0TO 7

CALL setDoutbit (hit%,1,5101%,VARPTR(ER %))
NEXT b%

REM #*4#* DO = oxfgeno disuelto **3**

REM ##*#* SPODC = Setpoint cuadrado de DOT**###

REM #s**# ABS = absorbancia por el sensor de biomasa***##

REM #*#** FLU = oxfgeno disuelto por el fluorfmetro *#%**

REM #*#** TR = liempo de cullivo*****
REM 0008 PH = pH.O.

REM ¢**** REDOX = potencial Redox **¢**

REM *#*** 02 = oxfgeno fose gascosa *¥***

REM ***** N2 = pitrégeno fase gascosa*****
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REM *#**** TEMO = temiperatura *****

ARCHIVOI$="Macintosh HD:.USUARIOS:DATOS:"+ARCHIVOS$+".DO"
ARCHIVO2$="Macintosh HD:USUARIOS:DATOS:"+ARCHIVOS+" PH"
ARCHIVO3$="Macintosh HD:USUARIOS:DATOS:"+ARCHIVOS$+" . REDOX"
ARCHIVO4$="Macintosh HD:USUARIQS:DATOS:"+ARCHIVO$+".02"
ARCHIVOS5$="Macintosh HD:USUARIOS:DATOS: "+ ARCHIVQS$+".N2"
ARCHIVO6$="Macintosh HD:USUARIOS:DATOS: "+ ARCHIVOS+". TEMP"
ARCHIVOT7$="Macintosh HD:USUARIOS:DATOS:"+ARCHIVO$+" TR"
ARCHIVO8$="Macintosh HD:USUARIOS:DATOS: "+ ARCHIVOS$+".SPODC”
ARCHIVO98="Macintosh HD;USUARIOS:DATOS: "+ ARCHIVOS$+". ABS”
ARCHIVO10$="Macintosh HD:USUARIOS:DATOS: "+ ARCHIVOS$+" FLU"

SPO2%=((FG%*021*.0S)(ALFA)YLSB
SPN2%=((FG%*N2I*.0S){ALFA)VLSB
CONI=!1

CON2=1

E21 =0

E}=0

IF np = 200 THEN COMP%:=0

1F np < 200 THEN COMPY%=200/np*(-1)
IF np > 200 THEN COMP%=np/200
OPEN "O"#1,ARCHIVO1$: CLOSE #1
OPEN "O"#2,ARCRIVO2$: CLOSE #2
OPEN "0"#3,ARCHIVO3$: CLOSE #3
OPEN "0"#4,ARCHIVO4$: CLOSE #4
OPEN "0"#5,ARCHIVOS5S: CLOSE #5
OPEN "0"#6,ARCHIVO06S: CLOSE #6
OPEN "0"#7,ARCHIVO7$: CLOSE #7
OPEN "0"#8,ARCHIVOS8S: CLOSE #8
OPEN "O"#9,ARCHIVQY$: CLOSE #9

OPEN "O”",#10,ARCHIVO108: CLOSE #10
CALLPANTALLA

INICIO:

TIEMPOO=TIMER

FECHAS=DATE$

dias=0

TIEMPO1=TIMER +(dias*86400})

tiempo2=TIMER+(dias*86400!)
REM tiempo$ es el valor fijo para oscilar
TIEMPO5=TIMER +{dias*86400!)
CICLO:

IF FECHAS<DATES THEN dias=dias+1

FECHAS=DATES

TRH=((TIMER-TIEMPQO)+dias*36400&)/3600

IF CON2=1 THEN TRHI=TRH

CALL CWRITE(145,64,5PO2%,slot%,VARPTR(ER %))

CALL CWRITE(145,72,5PN2%slot%, VARPTR(ER %))
setad 0, 1, slot%,VARPTR(ER%)
setad 1, 1, slot%, VARPTR(ER%)
setad 2, 1, slot%, VARPTR(ER %)
setad 3, 1, slot%,VARPTR(ER%)
setad 4, 1, slot%, VARPTR(ER%)
setad 5, 1, slot%,V ARPTR(ER%)
setad 6, 1, slot%, VARPTR(ER %)
setad 7, 1, slot%, VARPTR(ER %)
cread 0, 0, VARPTR (value%(0)), slot%, VARPTR(ER%)
cread 1, 0, VARPTR(value%(1)), slot%, VARPTR(ER%)
cread 2, 0, VARPTR (value%(2)), slot%, VARPTR(ER%)
cread 3, 0, VARPTR (value%(3)), slot%, VARPTR(ER %)
cread 4, 0, VARPTR (value%(4)), slot%, VARPTR(ER%)
cread 5, 0, VARPTR(value%(5)), slot%, VARPTR(ER%)
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cread 6, 0, VARPIR(value%(6)), stot%, VARPTR(ER%)
cread 7,0, VARPTR(value%(7)), slot%, VARPTR(ERS)
IF ER%-<0 THEN GOTO EnorRepont
CALLITOS (VARPTR (value%(0)), VARPTR (valuek0)),0,7)
DO!=value!(7)*.0244-.3477
IF DO%OTHEN DO'=0
1 DOSI00 THEN DO'=100
forecolor J3:LOCATE 7.51 :PRINT USING "Oxigeno Disucho () ###.4",DO!
LOCATE 22,52:PRINT "Setpoint de OD(S):.":SDO!
LOCATE 21,50:PRINT"QD: "EJE;" £ " Amp:" PERIODO"PER;"seg”
PH!=value!(6)*.00337-.15802
LOCATE 7,6:PRINT USING “pli= ##.a#t" . P1{!
‘REDOX!=(valuc(3))*LSB*1.0377-.474
‘FORECOLOR 409:LOCATE 7.70:PRINT USING "p REDOX = ###if #4",REDOX!
LOCATE 22.4: PRINT "Guses (51"
02!=(value!(5)*LSB)*20* ALFAFG%
forecolor 205:LOCATE 22,1 ZPRINT USING "O2:##4 #4",02!
N2!=(value!(4)*LSB)*20*ALFA/FG %
forecolor 341:LOCATE 22,21:PRINT USING "N2:it##t 44" ;N2
TEMP!=,193*(value!(2)}+7.374-.8
forecolor 409:LOCATE 34,1 :PRINT USING "Temperatura = # °C";TEMP!
ABSO!=value!(0)*.001218-.0010132#
forecolor 409:LOCATE 7,1 5:PRINT USING "Den. Optica. :### " ARSO!
FLU!=value!(1)
forecolor 33:LOCATE 8,52:PRINT USING"% OD(tluor)=###il 48", FLU!
forecolor 33: LOCATE 4,80:PRINT DATES:LOCATE 5,80:PRINT TIMES
forecolor 137:LOCATE 21,4 :PRINT USING "Tiempo Transcorrido = ###.6## Hrs", TRH:forecolor 33

CALLTEXTSIZE (D)
LOCATE 25,41: PRINT TFl{
LOCATE 43 41:PRINT TFH
LOCATE 43,102:PRINT TFH
LOCATE 24,102:PRINT TFH
CALL TEXTSIZE (10}
DOP!(CON1)=DO!
PHPI(CON1)=PH!
REDOXPY{CONI =REDOX!
02P!(CONI1)=02!
N2PY(CONI)=N21
TEMPP{CONI)=TEMP!
ABSOPI(CONI)=ABSO!
FLUP{CONT)=FLU!
TRH2=TRH
TRHP{CONI)=(TRH1+TRH2)/2 ]

CALL plot (1,100,240,40,YARPTR (PHP!(0)),14,0,CON1,COMP%,0,11,0)
forecolor 409.CALL plot(},100,240,40,VARPTR (ABSOP!(0)),14,0,CON1, COMP%.,0,1!,0)
forecolor 205.CALL plot (1,100,230,345,VARPTR (DOPY0)),100,0,CON1,COMP%.,0,11.0)
forecolor 34 1:.CALL plot (1,100,230,345,VARPTR(FLUP!(0)), 100,0,CON1,COMP%,0,11,0)
forecolor 409:call plot (1,100,230,345,varptr (redoxp!(0)),200,0,conl,comp%,0,11,0)

forecolor 205:CALL piot (1,290,420,40,VARPTR (02P1(0)),100,0,CON1,COMP%.0,11,0)
forecolor 409:CALL plot (1,290,420,40,VARPTR (TEMPPI(0)),100,0,CON1,COMP%,0,11,0) -
forecolor 341;CALL plot (1,290,420,40,VARPTR (N2P!(0)),100,0,CON1,COMP%,0,11,0)
forecalor 205:CALL plot (1,290,420,345,VARPTR (SPODC!(0)),10,0,CON1,COMP%,0,11,0)

CON2=CON2+1
tiempo3=TIMER +(dias*864001)

IF MOUSE() < O THEN CALL PANTALLA

IF ‘TRHPYCON1) > TF/3600 THEN GOTO FINAL

IF tiempo3-TIEMPO! > =TIl THEN GOTQ SALVAR

IF tiempo3-tiempo2 > = deltal THEN GOTO CONTROL

1F tiempo3-TIEMPOS> = PER THEN SETPOINTCUADRADO

GOTOCKCLO
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SETPOINTCUADRADO:

IF ORI=1 THEN SDO!=EJE!+Amp; ORI=0 ELSE SDO!'=EJE!-Amp: ORI=1
'IF SDO<0 THEN SDO!=0

TIEMPOS=ticmpo3

GOTOCXLO

CONTROL:

E1'=8D0O!-DO!
IF GAINDO = -1 THEN GOTO CONTROLPH
IFEY'=0 THEN GOTO CONTROLPH
SPO2%=SP0O2%+GAINDO*(E! ' *(1+dela /TAULTAUD/deltal)-E2 1 * (14 2* TAUD/delta)+ E3 ! TAUD/deha)
IF SPO2% < 0 THEN SPO2%=0:1F SPO2% > (5* FG%/ALFAYLSB THEN SPO2%=(5*FG%/ALFA)/LSB
SPN2%=(5*FG%/ALFA)/LSB-SPO2%
1F SPN2% < 0 THEN SPN2%%=0:IF SPN2% > (5*FGR/ALFAYLSB THEN SPN2%=(S*FG%/ALFAYLSB
E3=E!: E2!=El!
REM *** E, CONTROL DE PH SE BLOQUEQ POR NOTENER REELEVADORES***
CONTROLPH:
PLULSOI=TIMER+(dias*86400!)
IF GAINPH=-1 THEN tiempo2=TIMER +(dias*86400)):GOTO CICLO
1F PHPI(CONI) > SPH! + TOLPH GOTO ACIDO
IF PHPY(CON1) < SPH! - TOLPH GOTO ALCALI
tiempo2=TIMER+(dias*86400!)
GOTOCICLO

ACIDO:

PULSO2=TIMER +(dias*86400")

CALL setDoutbit (0,0,s10t%,VARPTR(ER % ). LOCATE 22.34:PRINT "CONTROLANDO!!!"
IFPULSO2-PULSO! < GAINPH THEN GOTO ACIDO

CALL setDoutbit (0,1,510t%, VARPTR(ER % )).LOCATE 22,34:PRINT *

tiempo2=TIMER +(dias*86400!)
GOTOCICLO

ALCALL
PULSO2=TIMER +(dias*864001)
CALL setDouthit (1,0,slot%,VARPTR(ER %) ):LOCATE 22,34:PRINT "CONTROLANDO!!!"
FPULSO2-PULSO1 < GAINPH THEN GOTO ALCALI
CALL setDoutbit (1,1,810t% VARPTR(ER %)):LOCATE 22,34:PRINT " "
tiempo2=TIMER +(dias*86400!)
GOTOCYCLO

SALVAR:

SPODCYCON1)=SDO

OPEN "A" #1, ARCHIVOI1$:0PEN "A" #2 ARCHIVO2$:0PEN "A" #3, ARCHIVO3$:0PEN

“A* M ARCHIVO4S

OPEN "A" #5,ARCHIVO5$:OPEN "A" #6,ARCHIVOG6$:0PEN "A" #7,ARCHIVO7$

OPEN "A"#8, ARCHIVO8$:OPEN "A" #9, ARCHIVO9$:0PEN "A",#10,ARCHIVO10$

WRITE #1, DOPY{(CON1): WRITE #2, PHP!(CON1):WRITE #3, REDOXP!(CON1):WRITE #4, 02P!(CON1);WRITE
#5, N2P(OCDN1)

WRITE #6, TEMPP!(CONI):WRITE #7, TRHP!(CONI1)

WRITE 48, SPODCI(CONI)

WRITE 89, ABSOP!(CON[):WRITE #10, FLUP}(CON1)

CLOSE#: CLOSE #2: CLOSE #3: CLOSE #4 :CLOSE #5: CLOSE #6; CLOSE #7:.CL.OSE #8

CLOSE®.CLOSE #10

CONI=CONI+1

QON2=1

TIEMPO!=TIMER +(dias*864001)

DOS!=0:PHS!=0;:REDOX §1=0:025=0:N25§!=0. TEMPS=0

Goroaae

FINAL:
WINDOW 3,"",(215,100)-(420,300),5
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BEEP: BEEP ; BEEP : BEEP
CALL TEXTFACE(})
PRINT
PRINT "EL TIEMPO DE FERMENTACION"
PRINT
PRINT"  HATERMINADO"
CALL TEXTFACE ()
BUTTON 1,1."TERMINAR" (20,145)-(180,160),1
BUTTON 2,1,"CONTINUAR"(20,175)-(180,190},}
1%40)=175
%1 )=20
=190
(=180
inSeRect 19%:40),-4,-4
PENSIZE 33
FRAMEROQUNDRECT VARPTR(t%:(0)),16,16
PENNORMAL
DIALOGO=DIALOG()
WHILE DIALOGO< | AND DIALOGO<6
DIALOGO=DIALOG(()
WEND
INVERTROUNDRECT VARPTR(r%(0)),16,16
BOTON=DIALOG(])
IFBOTON=]1 THEN CLS: WINDOW CLOSE 3: SYSTEM
IF BOTON=2 OR DIALOGO=6 THEN CLS: WINDOW CLOSE 3: CALL PANTALLA: GOTO EXTRA

INTERAC:
NUMMENU=MENU(0). IF NUMMENU <> | THEN RETURN
ARTMENU=MENU(1)
ON ARTMENU GOSUB PARAM, DETENER, REINICIAR, TERMINAR
RETURN

PARAM:
WINDOW 4,,(135,70)-(380,430),2
CALLTEXTFACE (1)
PRINT"  Parémetro a modificar"
CALL TEXTFACE (0)

BUTTON 1,1, Tiempo de Adquisicidn",(20,35)-(210,50),1
BUTTON 2,1, "Tiempa de Fermentacidn”,(20,55)-(210,70),]
BUTTON 12,1, “Tiempo de Control",(20,75)-(210,90),1
BUTTON 4,1,"Eje de oscilacién”,(20,95)-(210,110),1
BUTTON 13,1, "Amplitud",(20,115)-(210,130),1
BUTTON 11,}, "Peniodo”,(20,135)-(210,150),}

BUTTON 8,1,"Ganancia DO",(20,155)-(210,170),1
BUTTON 6,1,"Constante Integral”,(20,175)-(210,190),1
BUTTON 7,1,"Constante Diferencial",(20,195)-(210,210),]

BUTTON 3,1,"Flujo de Gases",(20,215)-(210,230),1

BUTTON 5,1,"pH Deseado”,(20,235)-(210,250),1

BUTTON 9,1,"Pulso para Control de pH",(20,255)-(210,270),1
BUTTON 10,1,"Tolerancia pH",(20,275)-(210,290),!

BUTTON 14,1,"0K" (150,335)-(200,350),

1%(0)=335
1%{1)=150
1%(2)=350
®(3)=200
inSetRect r%(0),-4,-4
PENSIZE33 | .
FRAMEROUNDRECT VARPTR(r%(0)),{6,16

PENNORMAL
DIALOGO=DIALOG(0)
WHILE DIALOGO<1 AND DIALOGO<6
DIALOGO=DIALOG(0)
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WEND
INVERTROUNDRECT VARPTR(r%(0)),16,16
BOTON=DIALOG(I)
IFBOTON=14 QR DIALOGO=6 THEN WINDOW CLOSE 4: RETURN
ONBOTON GOSUB TADQ, TFER, FL.G, OX1, PHD, CTAUL, CTAUD, GANDO, GANPH,
TOLEPRPERIODO,TCONTROL.AMPLITUD
WINDOW CLOSE 4:
RETURN
ONBOTON GOSUB TADQ, TFER, FLG, OXI, PHD, CTAUL CTAUD,
GANDOGANPH, TOLEPH,PERIODO, TCONTROL AMPLITUD

TADQ:
CLs
PRINT USING "Actual: ###.#4 seg.”, TI!
INPUT "Tiempo de Adquisicién”; T1!
GOTO PARAM
TFER:
CLS
PRINT USING "Actual: ###.## Hrs.", TFH
INPUT "Tiempo de Fermentacién”; TFH
np=TFH*3600/T]
CON| =1
CON2=1
GOTO PARAM
FLG:
CLs
PRINT USING "Actual: ###.#4 SLPM", FG%
INPUT "Flujo Total de Gases"; FG%
GOTO PARAM
OXL

as
PRINT USING "Actual: ##.## %", EJE
INPUT "% de Ox{geno Desado”; EJE!
GOTO PARAM
PHD:

s

PRINT USING "Actual: ###.#4": SPHI
INPUT "pH Desado”; SPH!
GOTO PARAM

s
PRINT USING "Actual; ###.## seg.”, TAUI
INPUT "Constante Integral"; TAUL

GOTO PARAM

CTAUD:

as
PRINT USING "Actual: #### #4", TAUD
INPUT "Constante Derivativa"; TAUD
GOTO PARAM
GANDO:
as
PRINT USING "Actual: ###.#4"; GAINDO
INPUT "Ganancia para DO"; GAINDO
GOTO PARAM
GANPH:
as
PRINT USING “Actual: ###.## seg."; GAINPH
INPUT "Pulso de Acido/Base”; GAINPH -
GOTO PARAM :
TOLEPH:
as
PRINT USING "Actual: ###.##", TOLPH
INPUT “Tolerancia para pH"; TOLPH

CTAUL
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GOTOPARAM
TCONTROL:
as
PRINT USING "Actual: ###.84"; delta!
INPUT *Tiempo de control”,delta!
GOTO PARAM
AMPLITUD:
CLs
PRINT USING "Actual: ### 44", Amp
INPUT *Amplitud de la onda”, Amp
GOTOPARAM
PERIODO:
CLS
PRINT USING "Actual: ###.8it", PER
INPET “Periodo de 1a onda "; PER
GOTGPARAM

DETENER:
WINDOW 5,,(215,100)-(420,300),3

CALLTEXTFACE (1)
PRINT
PRINT" El sisiema se ha detenido”
PRINT
PRINT"  momentancamente”
CALLTEXTFACE (0)

BUTEON 1,1,"Continuar”(5,175)-(200,190).1

%0175
&UES
15%(2=190
r%(3=200
inSeRect 1%(0),-4,-4
PENSIZE 3.3

FRAMEROUNDRECT VARPTR(E%(0)),16,16

PENNDRMAL
DIALOGO-DIALOG(0)
WHILE IMLOGO<>! AND DIALOGO<6
DIALOGO-DIALOG(0)
WEND
INVERTROUNDRECT VARPTR(:%(0)),16,16
CLS: WINDOW CLOSE 5
RETUKN

REINICIAR:
BEEP
WINDOW 6,,(215,100)-(420,300),2
PRINT
CALLEXTFACE(1)
PRINT® | REALMENTE DESEA"
PRINT" REINICIAR 7"
CALL EXTFACE (0)
BUTWON 1,1,"Reiniclar®,(5,135)-(200,150),1

BUTYON 2,1,"Continuar",(5,175)-(200,190),1

S0=175
FR(1)S
1519
{20
nSalect (%(0),-4,-4
- FEEE 33
FRAMEROUNDRECT VARPTR(1%(0)),16,16

PRGRMAL
DIALOGOSIALOG()
WHILEDMLOGO<>! AND DIALOGOS6

DIALOOBAALOG(0)
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WEND
INVERTROUNDRECT VARPTR(1%(0)),16,16
BOTON=DIALOG(1)
IFBOTON=I THEN CLEAR:GOTQ START
IF BOTON=2 OR DIALOGO=6 THEN CLS: WINDOW CLOSE 6: CALL PANTALLA

RETURN

TERMINAR:
BEEP
WINDOW 7,,(215,100)-(420.3001.2
PRINT
CALLTEXTFACE(1)
PRINT"  ; REALMENTE DESEA"
PRINT " TERMINAR 7"
CALL TEXTFACE (0)
BUTTON 1,1,"Terminar",(5,135)-(200,150),1
BUTTON 2,1,"Continuar”(5,175)-(200,190).1
0)=175
% (1)=5
eN=190
1%(3)=200
inSetRect 1%(0),-4,-4
PENSIZE 3,3
FRAMEROQUNDRECT VARPTR(%(0)),16,16
PENNORMAL
DIALOGO=DIALOG{0)
WHILE DIALOGO<1 AND DIALOGO<>6
DIALOGO=DIALOG(0)
WEND
INVERTROUNDRECT VARPTR(r%(0)),16,16
BOTON=DIALOG(I)
IFBOTON=| THEN SYSTEM
IFBOTON=2 OR DIALOGO=6 THEN CLS: WINDOW CLOSE 7: CALL PANTALLA

RETURN

EXTRA:

WINDOW 8,,(215,100)-(420,300),2
PRINT " Tiempo Adicional de "
PRINT"  Fermentacién®
PRINT USING "(No Exceder de ##t##.## Hrs.)"; TF/3600
INFUTTA
TF=TF+TA
np="TFM
QONI =1
OON2=1
WINDOW CLOSE 8
CALLPANTALLA
GOTO INKIO

PANT:
SUB PANTALLA STATIC
WINDOW 1,,(0,20)-(650,480)
CALLTEXTFONT (0)
CALL TEXTSIZE (13)
CALL TEXTFACE (25)
forecolor 409
LOCATE 1,7: PRINT " UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO"
LOCATE 2,14; PRINT "INSTITUTO DE BIOTECNOLOGIA" )
LOCATE3,12: PRINT "©A. DE LEON"
forecolor 33
CALL PENSIZE (3,3)
CALL MOVETO (10,70);: CALL LINETO (620,70): CALL LINETQ (620,450);
CALLLINETO (10,450): CALL LINETO (10,70)
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REM PH 25-75:260-290

CALL grid(2,100,240,40,210,14,10,10,17)
REM OD*

CALL grid(2,100,230,345,515,10,13,10,17)
REM FLUJO DE GASES*

CALL grid(2,290,420,40.210,10,13,10,17)
REM SETPOINT DE OD*

CALL grid(2,290,420,345,515.10,13,10.17)

CALL PENSIZE (1,1)
CALLTEXTFONT(1)
CALLTEXTSIZE (10)
CALLTEXTFACE ()
CALLTEXTSIZE(7)
CALLTEXTFONT (1)
CALL TEXTFACE (0)

REMESCALA P11

LOCATE 11,4: PRINT "14"

LOCATE 25,6: PRINT “0"

REMO.D.

LOCATE I1,67: PRINT "100"
LOCATE 24,67: PRINT "0"
'LOCATE 24,102:PRINT 25
REMFLUJO DE GASES
LOCATE 30.4: PRINT "100"
LOCATE 43,6: PRINT "0"

REM SETPOINT DEO.D.
LOCATE 30,65: PRINT "10"
LOCATE 43.67: PRINT "0"
CALL TEXTSIZE(10)
END SUB
ErrorRepont:
LOCATE 15,}
BEEP
PRINT" Unfortunately, we incurred a cread() emor (er%="ER%") "
PRINT" and must resum to the main menu. Please press the "
PRINT"SPACE BAR (o continue. "
WHILEC * < INKEYS)
WEND

RETURN
‘BYPASS:
ARCHIVOS$="ART": Tli=1: FG%=600: N21=95,021=5:50D!=50:delta!=20

GAINDO=1:TOLDO=10:GAINPH=5TOLPH=1:SPH!=T:ALFA=1.225
GOTOCONSTANTES
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C. Preparacion de soluciones

C.1 Kanamicina (35 mg/ml)

Generalmente la kanamicina comercial (Sigma) viene como mezcla base, por lo que es necesario
verificar la concentracién antes de preparar la solucion acuosa. Por ejemplo, suponiendo que ¢l
producto comercial tiene una concentracion de 677 pg de kanamicina por mg de reactivo, se
necesitan 0.5169 g de kanamicina y aforar a 10 ml con agua destilada. La solucidn asi preparada
se esteniliza en frfo a través de un filtro Millipore de 0.22 um de didmetro de poro. La solucion
estéril debe mantenerse en refrigeracion y al mes de su preparacién debe ser remplazada. Para
obtener la concentracién de trabajo (35 mg/L), se adicionan 1 pl del preparado por ml de medio

de cultivo,

C.2 IPTG (100 mM)

Pesar 02383 g de IPTG (Sigma), aforar a 10 ml con agua destilada y esterilizar en frio a través
de un filtro Millipore de 0.45 pum. Para obtener una concentracién de 25 M en el medio de
cultivo, adicionar 250 pl por litro de medio de cultivo.

C.3 Tiamina (0.1%)

Pesar 0.01 g de tiamina (Sigma), aforar a 10 ml con agua destilada y esterilizar con filtro
Millipore de 0.22 pm. La solucién estéril debe mantenerse en refrigeracién y al mes de su
preparacion debe ser remplazada. Adicionar 40 pl de la solucién asf preparada por cada litro de
medio de cultivo.

C.4 Elementos traza

Los elementos traza se prepararon segin la tabla C-1. La solucién una vez preparada, se
mantuvo en refrigeracién. Una fraccién de la solucién se esteriliz6 en autoclave a 121°C por 15
min y se mantuvo en refrigeracién hasta su uso. Se recomienda agregar la solucién de
elementos traza al medio de cultivo hasta el momento de su uso, con la finalidad de prevenir la
precipitacién de las sales.
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Compuesto g/l
FeCl3 (Baker) 27.0
ZnCl2 (Baker) 2.0
CoCl2. 6H20 (Baker) 2.0
Na2MoQ4.2H20 (Baker) 2.0
CaCl2. 2H20 (Baker) 1.0
CuCla. 2H:20 (Baker) 1.0
H3BO3 (Baker) 0.5
HCI concentrado (Baker) | 100 mI/L

Tabla C-1. Compaosicidn de la solucidn de elementos traza.

C.5 Buffer de fosfatos (pH 7.8)

Se prepara con 42.5 ml de NaH2PO4 0.1 My 457.5 mi de NupHPO4 0.1 M aforando a 1 litro y
checando el pH con un potencidmetro.

C.6 Solucion de PDAB

Disolver 1 g de PDAB en 50 mi de etanol al 60 % (v/v), agregar luego 0.5 ml de HySO4
concentrado y aforar a 1 L con etanol 60% (v/v).

C.7 Solucién de penicilina G al 20 %

Disolver 0.2 g de penicilina G en 1 m] de buffer de fosfatos pH 7.8.
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D. Curvas estandar
D.1 Curva estindar de peso seco

100 ml de medio BSgl fueron inoculados con células e incubadas por 12 h. Se tomaron
muestras de este cultivo y se hicieron diluciones con agua destilada, de tal forma que e
obtuvicran diferentes suspensiones celulares con densidad dptica entre 0y 0.8. La absorbancia
de las muestras tue lefda a 620 nm. Después, se procedid a centrifugar 40 mi de cada una de las
suspensiones celulares a 3,500 rpm por 20 minutos. El pellet fue resuspendido en 40 ml de
solucién salina al 0.9%, posteriormente las muestras sc filtraron en membranas Millipore (0.22
pm de didmetro), previamente desecadas y de peso conocido. Los filtros con células se
deshidrataron a 60°C hasta peso constante. La curva estdndar de peso seco utilizada se muestra
en la figura D-1.

E y=0525x +0.007 1 =0.997

Peso seco, g/

0.1 Nl A 4 'y ( i A s ' l 4 A o o _l ' ' A l A A i

0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
Absorbancia

Figura D-1. Curva estindar de peso seco,
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D.2 Curva estindar de actividad enzimatica de PA

Cada vez que se prepararon soluciones, se realizé una nueva curva estindar de actividad, usando
una solucion patrén de 6-APA (Sigma) a 2.5 g/L en buffer de fosfatos y etectuando diluciones

progresivas como s¢ muestra en la tabla D-1.

Estdndar | 2 3 4 5 6
6-APA dilucion | 1:2 1:4 1.8 1:16 1:32
6-APA (mg/L) |1.25 0.6250 |0.3125 {0.1563 0.0781 |---
Alfcuota (ml) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2

Etanol (m!) 48 |48 |48 4.8 4.8 4.8
PDAB (ml) 25 |25 |25 2.5 2.5 2.5
BufferpH 7.8 |- [~ [ 0.2

Tabla D-1. Elaboracién de la curva estandar para la determinacién de actividad enzimdtica,

Una curva de calibracidn tipica se muestra en la figura D-2. Todas las curvas de calibracién
mostraron poca variacion entre s y las regresiones fueron muy similares.

0.8

y =0.566x - 0.002 r*=0.995

Absorbancia
o
=N
]

<
E-N
T

0.2}

1.5
6-APA, g/L

Figura D-2. Curva estandar de actividad enzimdtica de PA
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D.3 Curva estindar de Acidos orginicos

Se preparé una solucidn patrén de dcido acético 10 g/L, a partir de la cual se prepararon

diferentes estandares, como se muestra en la tabla D-2.

Estindar | Ac. acético (/1) |V patdn (ul) |V final (m}) | Area (uv/s)
| 0.25 250 10 123712
2 0.50 500 10 243096
3 1.00 1000 10 510489
4 1.50 1500 10 768618
5 2.00 2000 10 995692

Tabla D-2. Preparacién de la curva estindar de acetato,

Las curva estindar para el dcido formico se realizd de igual manera que la descria para et aciao
acético.

Las curvas de calibracién de los dcidos acético y férmico se muestran en las Figura D-3 y D-4

respectivamente.
lOOOL
w ! y = 504.190x - 1.078 r2=0.999

> !

E !

g 750

500k

[

!

|

250
0'.,-‘l""l‘—‘"lAA--lL...

Acido acético, g/L.
Figura D-3. Curva estdndar de dcido acético.
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800 |

600 |

400

200}

y = 415.325x - 7.365 r?=0.997

PO (SN ST G SN WU VU SO ST SO [ VR WY WY VR Y

0.5 1 1.5 2 2.5
Acido férmico, g/L.

Figura D-4. Curva estdndar de dcido férmico.
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E. Cultivo controlado en modo de Iazo abierto

40

=4
T

Flujo de O,. %
!5
T

-

-

Biomasa, g/L

VRN WSUTYNG (ST WO VU YO T YORS T VU WO NON'Y

S IR O VTV U T |
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15
Tiempo, h

Figura E-1. Cambios escalonados en el flujo de oxigeno durante las diferentes edades del cultivo
y lectura del TOD para la determinacion de las constantes de control.
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E. Cultivos a TOD constante
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Cinética de crecimiento a 0 % TOD,
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G. Cultivos a TOD oscilante
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Figura G-1. Cultivo a TOD oscilante (E = 0.5 %, A= 05 % y = 400 s),
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H. Programa de simulacion de cultivos lote a TOD oscilante

CLS:CLEAR
REM *** cntrada de datos***

INPUT "Xo (g/L)="x0
INPUT *“So (¢/L)=":s0
INPUT “Po (g/L)=";po
INPUT *To (h)="T0

INPUT “Eje (%)=",¢je
INPUT “Amplitud (%)=".amp
INPUT “Perfodo (s)=";per
INPUT "Nombre=";n$

REM **pardmetros cinélicos***

beta=19
ks=.155
mm=.38
ko=.54

" ymax=38

ky=.67
per=per/3600
pi=3.1416
h=.1

n=1000

DIM Ts(n),Xs(n),Ss(n),Ps(n), TODs(n),f(3),Mus(n)

100 .

t=TO:x=x0:s=s0:p=po
TOD=eje+amp*(SIN(2*pi*i/per))
mu=mm*s*TOD/((ks+s)*(ko+TOD))
y=ymax*TOD/(ky+TOD)

IF mu<0 THEN mu=0

PRINT t,x,3,p,TOD,mu
Ts(c)=t:Xs(c)=x:Ss(c)=5:Ps(c)=p:TODs(c)=TOD;Mus(c)=mu
c=c+] :
IF 530 THEN GOTO archivar
GOSUB 500
kI=f(1):m1=f(2):wl=f(3)

t=TO+h/2

x=xo+k1*h/2

s=so+ml*h/2

p=po+w1*h/2

GOSUB 500
k2=£(1):m2=£(2):w2=£(3)
x=xo+k2*h/2

s=g0+m2*h/2

p=po+w2°h/2

GOSUB %00
k3=f(1):m3=1(2):w3=A(3)

t=TO+h

x=xo+k3*h

s=s0+m3*h

p=po+w3*h

GOSUB 500
kd=f(1):md=(2):wd=f(3)

T0=T0+h

xo=xo+h*(k14+2%k2+2°k3+k4)/6
s0=50+h*(m1+2*m2+2*m3+m4)/6
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po=po+h*(wl+2*w2+2*w3+wd)/6

GOTO 100

500 :

REM*** fl=dx/di*****2=ds/di* *****{3=dp/dt
f(1)=(mu*x)

f(D)=(alfa*mu+beta)*x

IF y=0 and mu=0 THEN £(2)=0: GOTO 600
f(2)=-(mu*x/y)

600 :

RETURN

archivar;

BEEP:PRINT "ARCHIVANDO...."

OPEN "o"#!,"macintosh HD:"+n$4".Sim"
FOR =l TO¢

WRITE #1,Ts(r),Xs(r),8s(r),Ps(r), TODs(r),Mus(r)
NEXT

CLOSE #1

BEEP:PRINT "FIN DE ARCHIVANDOQ"

END
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