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pueblos latinoamericanos.

Demostrando gran vision, dichos dignatarios reconocieron que lacienciay la
tecnol ogia estan transformando la estructura econémicay socia de muchas na-
cionesy gque, en esta hora, por ser instrumento indispensable de progreso en
Ameérica L atina, necesitan un impulso sin precedentes.

El Programa Regional de Desarrollo Cientifico y Tecnolgico es un comple-
mento de |os esfuerzos nacionales de |os paises latinoamericanosy se orienta ha-
ciala adopcién de medidas que permitan el fomento de la investigacion, la ense-
flanzay ladifusion de lacienciay latecnologia; la formacién y perfeccionamiento
de personal cientifico; el intercambio de informaciones, y latransferenciay adap-
tacion alos paises latinoamericanos del conocimiento y las tecnologias generadas
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veles educativos que abarcan importantisimos sectores de lapoblacion y, a mis-
mo tiempo, propugnala difusion del saber cientifico.

La coleccién de monografias cientificas consta de cuatro series, en espafiol y
en portugués, sobre temas de fisica, quimica, biologiay matematica. Desde sus
comienzos, estas obras se destinaron a profesores y alumnos de ciencias de los
primeros afios de la universidad; de éstos se tiene testimonio de su buena acogi-
da

El Programa Regional de Desarrollo Cientifico y Tecnolégico de la Secretaria
General de la Organizacion de los Estados Americanos agradece a los doctores
Rodolfo Ertola, Osvaldo Y antorno y Carlos Mignone, autores de esta monografia,
y aquienestengan €l interésy buena voluntad de contribuir a su divulgacion.
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PROLOGO

El titulo "Microbiologia Industrial" puede tener connotaciones un poco ambi-
guas, especial mente en medios académicos. Hay, lamentablemente, en todo el
mundo universitario, una tendencia a separar dicotémicamente entre "ciencia pu
ra' y "aplicaciones"'. De esto resulta por un lado la Ciencia, y por €l otro las apli-
caciones, sobre todo las industriales, presentadas como una serie de "recetas’ ba-
sadas en empirismos.

Esta estructura conceptual es erronea, y mas aln, nociva. Nada mas erréneo
que ignorar que las aplicaciones industrial es requieren, para ser competitivas en
el mundo actual, estar basadas en solidos conocimientos. L a solucion de los pro
blemas real es que generan el disefio y operacion 6ptima de una moderna planta
industrial basada en un proceso bioldgico, requiere lo mas moderno del genio
cientifico.

En ese sentido, esta monografia puede ser considerada una reivindicacion de
lo que debe ser la Microbiologia Industrial. Tras ese titulo, que ha sido en el pasa-
do mal interpretado y a veces despreciado, se esconde el desarrollo de una serie de
temas que bien podrian ubicarse bajo titulos mas de moday de mas "apeal", como
biotecnologia, ingenieria. bioguimica, etc. Setrata de las bases de la techologia
gue en todo el mundo se esta. desarrollando y traduciendo en logros industriales.
La secuencia. de los capitulosindica., en realidad, el camino a seguir para el dise-
Ao de un proceso industrial bioldgico: desde la seleccion y mantenimiento de mi-
croorganismos, incluyendo referencias a. microorganismos recombinantesy alos
principios basicos de los medios de fermentacion. Se tratan luego los principios de
estequiometriay cinética. microbiana, y se analiza los tipos de biorreactores dispo-
nibles. El trabajo termina con la presentacidn de tres ejempl os detallados de pro-
cesos microbioldgicos: levadura, penicilinay tratamiento de efluentes.

Todo esto esta presentado en una forma accesible, a pesar de reflgjar en mu-
chos aspectos | os Ultimos avances en el conocimiento de los sistemas de produc-
cién bio-industriales.

El Dr. R. Ertolaes, sin lugar a dudas, la persona que méas impacto ha tenido
en el desarrollo de la. ingenieria bioquimica en la Argentina, y los Dres. Mignone
y Yantorno que fueron sus alumnos, son sus dignos sucesores: su esfuerzo

conocimiento en €l tenia, y una. reivindicacion de lo que debe ser entendido por Mi-
crobiologia Industrial.

Prof. José Merchuk

Ben Gurion University
Beer Sheva, Israel


http://secuencia.de
http://secuencia.de
sciint1
y  Yantorno  que  fueron  sus  alumnos,  son  sus  dignos  sucesores:  su  esfuerzo    manco-


INTRODUCCION

L os microorganismos pueden ser considerados en términos generales con dos
criterios que son antagdnicos. Uno corresponde a las actividades Utiles que tie-
nen algunos para obtener bienes o serviciosy otro completamente distinto corres-
ponde a los efectos perjudiciales que ocasionan que estan general mente asociados
ala produccién de enfermedades, tanto en el hombre como en los animales, y que
también se pueden extender al deterioro producido sobre alimentosy materiales
diversos.

LaMicrobiologia Industrial se ocupa fundamentalmente de las actividades
Gtiles de los microorgani smos.

El término microorganismo se aplica en esta monografia, con el mismo crite-
rio que el utilizado por Palleroni, o sea a organismos tales como bacterias, hongos
y levaduras, es decir procariotesy eucariotes con inclusion de algas microscopi-
cas, pero gue no comprende a los virus. Aunque existen aplicaciones industriales
de los virus como es el caso de la produccién de algunas vacunas esos procesos
guedan excluidos de esta monografia.

L as aplicaciones de los microorganismos datan de tiempo inmemorial. El
hombre hizo uso de ellos sin saber que éstos existian desde que invent6 o descu-
bri6 al azar la manera de hacer cerveza, vinagre, vino o pan. La cerveza era cono-
cida antes del 6000 a.C. por sumeriosy babilonios, y en el antiguo Egipto existia
yaverdadera produccién en 1700 a.C.; €l vinagre se producia desde antes de esa
fechay el vino estambién muy antiguo, ya que existe evidencia de su produccion
antes del 2000 a.C. en Egipto y China, y finalmente el pan se conoce desde 4000
a.C. aproximadamente.

Se puede afirmar que hasta comienzos del siglo XX existe muy poco o ningln
control de los procedimientos utilizados para la elaboracién de esos productos o
alimentos. En un analisis cronol égico se pueden fijar 4 grandes etapas en el de-
sarrollo de la Microbiologia Industrial: 1) hasta 1900; 2) 1900-1945; 3) 1945-1979
y 4) 1979 hasta el presente, y considerar el comienzo del siglo como el inicio de
cierto control en los procesos de utilizacion de cultivos puros.

A partir de 1900 comienza la etapa de produccion de una serie de productos
nuevos gue se suman alos conocidos desde la més remota antigiiedad, y que son
lalevadura de cerveza, glicerol, acido |actico, acetona butanol y etanol.

Hasta el 1945 poco se esperaba del futuro de la Microbiologia Industrial, ya
gue solamente unos pocos productos eran fabricados con microorganismos, y ade-
mas varios de esos productos podian obtenerse por otras vias, ya mas convenien-
tes por razones econdémicas, como etanol, acido lactico o acetona butanol.

Con el advenimiento de la penicilinaen 1945 y la necesidad de su produc-
cién, se produce un impacto formidable sobre 10s procedimientos microbiol égicos,
ya que se plantea el desafio de la produccion en gran escala en condiciones de
mucho mayor control y con necesidad de operaciones mas complejas para la sepa-
racion y purificacion de los productos. Como consecuencia de los avances logrados



en esos desarrollos se produce en pocos afios la aparicion de un gran nimero de
nuevos productos, como otros antibi éticos, aminoacidos, esteroides, enzimas, bio-

masa aplicada a la alimentacion animal y humana (proteinas unicelulares), nu-
cledtidos, etc.

A partir de 1979 la Microbiologia Industrial recibe un nuevo y notable impul-
SO0 que se suma al anterior cuando se concretan a nivel de procedimientos practi-
cos las posibilidades que ofrece laingenieria genética, disciplina surgida como
consecuencia del avance de la Biologia Molecular. Este nuevo impulso posibilita
la produccion industrial, basada en la utilizacién de microorganismos recombi-
nantes, de sustancias nuevas nunca producidas antes por esa via como lainsuli-
na, hormona de crecimiento, interferdn y otras de muy reciente aparicion en €l
mercado de productos relacionados con el area de la salud.

Con la evolucion cronol 6gica comentada se fue también produciendo una evo-
lucién en los conceptos involucrados, ya que con el avance de los conocimientos y
sobre todo con la necesidad de resolver problemas de produccion vinculados a
procesos cada vez méas complejos, se fue haciendo necesaria la participacion de
ingenierosy bioquimicos ademés de los microbidlogos, y se fue produciendo tam-
bién laintegracién de conocimientos provenientes de varias disciplinas. Se fue
profundizando, por ejemplo, el estudio de los microorganismos de interés indus-
trial, no sblo en sus aspectos microbiol 6gicos, sino también en relacién alos re-
querimientos surgidos de las aplicaciones industriales de |os mismos. Se fue asi
diferenciando la metodologia general empleada en la seleccién, mantenimiento y
mejoramiento de los microorgani smos, ya que estos aspectos debian orientarse a
los productos de interés y al aumento de la productividad de las cepas emplea-
das. Lo mismo sucedio con los requerimientos :de los medios de produccion que
deben incluir consideraciones econdmicas ademés de las microbiol 6gicas. En los
aspectos tecnol dgicos se produjeron también evoluciones necesarias, ya que de
las cubas clésicas de fermentacion construidas de materiales diversosy con poca

instrumentacion se paso a biorreactores de acero inoxidable muy instrumenta-
dos.

El desarrollo de los procesos en los reactores y la interaccién microorganis-
mo-medio que en los mismos requirid aportes fundamentales de la Bioquimicay
Fisiologia Microbiana, como el conocimiento de las rutas metabdlicas, cinética
enzimatica, mecanismos de regulacion y estudios acerca de lainfluencia del me-
dio ambiente sobre la productividad del proceso. Con respecto ala Tecnologia se
incorporaron conocimientos fundamental es de fendmenos de transporte como
transferencia de materia, calor y cantidad de movimiento y criterios de cambio
de escala.

Por otra parte, y como consecuencia de la contribucion de otras disciplinas
basicas como la Quimica, se fueron incorporando también conceptos de termodi-
namicay estequiometria gue se integraron con los de la cinética enzimética para
ser aplicados al crecimiento microbiano y alaformacion de productos. Con todos
esos conceptos emanados de la Microbiologia, Quimica, Bioguimicay Tecnologia,
se congtituyeron las bases de la Microbiologia Industrial actual.

L a presente monografia considera esencialmente | as bases de la Micrabiolo-
gialndustrial sin entrar en los aspectos ingenieriles, es decir trata de aquellos
temas que corresponden al microorganismo como su seleccidn, mantenimiento y
mejoramiento, el disefio y formulacion de los medios, estequiometriay cinética
del crecimiento microbiano y de formacion de producto y modos de operacion de
los reactores. Finalmente y como gjemplo de aplicacion se consideran dos indus-
triastipicasy el tratamiento de efluentes.
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LaMicrobiologia Industrial abarca, como ya dijimos, todos aquellos procesos
gue se realizan con microorganismos, y aunque conceptua mente pueden conside-
rarse también procesos de fermentacién alos que se realizan con microorganis-
MOS sin crecimiento, ya sea en suspension o inmovilizados, esta monografia esta
limitada unicamente a los procesos con células en crecimiento, que son por otra
parte los mas importantes.

En Microbiologia Industrial se utilizan los términos fermentacion y fermen-
taciones industriales, para caracterizar alos procesos o tecnologias basados en el
uso de microorganismos. El término "fermentacion”, que derivadel latin fermen-
tar (hervir), inicialmente reservado a la actividad microbiana anaerobia, se fue
aplicando asimismo a procesos aerobios y finalmente también a aquéllos que uti-
lizan células animales y vegetales. En la actualidad se esta haciendo muy gene-
ral y se corre el peligro de no poder aplicarlo con precision a un determinado tipo
de proceso bioldgico. Nosotros preferimos conservar el término ya que esta am-
pliamente divulgado, y por otra parte muy arraigado en todo el mundo. Es por
ello que los procesos de la Microbiologia Industrial o las fermentaciones indus-
triales, o los procesos de fermentacion, son o pueden considerarse como sinoni-
mos, y es en ese sentido que seran empl eados en esta monografia.

Con respecto alos simbolos y unidades empleados, que estan considerados
especialmente en el capitulo 1, se decidié emplear aquellos que son |os mas acep-
tados por la mayoria de los especialistas.

Es importante destacar que parala comprension de los temas tratados es ne-
cesario que el lector tenga conocimientos generales de Microbiologia, Quimicay
Bioquimica, ademas de cierto nivel de conocimiento matemético. Es muy conve-
niente, por ejemplo, que el lector haya leido previamente las monografias de las
series bioldgicas, como asi también algunas correspondencias a temas de Quimi-
cay Mateméticas ya publicados por |la OEA. Finalmente y con objeto de facilitar
al lector la posibilidad de ampliar |os conocimientos sobre los temas tratados, se
incluyen en cada capitul o algunas lecturas recomendadas.

L ecturas recomendadas:

1. 'Microorganismos'. |.M. Gutiérrez-Vazquez. MonografiaN° 6. Serie de Biologia. Pro-
grama Regional de Desarrollo Cientifico y Tecnol6gico. Departamento Asuntos Cienti-
ficos. Secretaria General de la Organizacién de los Estados Americanos. 1968.

2. "Principios generales de Microbiologia'. N.J. Palletoni. Monografia N° 7. Serie de Bio-
logia. Programa Regional de Desarrollo Cientifico y Tecnoldgico Departamento de

Asuntos Cientificos. Secretaria General de la Organizacion de |os Estados Americanos.
1970.



Capitulo 1

DEFINICIONES Y AREASDE APLICACION

Definiciones

LaMicrobiologia Industrial puede definirse diciendo que es la parte de la Mi-
crobiologia que se ocupa de | as aplicaciones industriales de | os microorganismos.
Desde otro punto de vista puede decirse también que los procesos de la Microbio-
logia Industrial constituyen aguellos procesos industrial es cataliticos basados en
el uso de microorganismos.

Con el notable impulso de la Biotecnologia producido en los Gltimos afios y la
inclusiény difusion de otros términos como biotecnol ogia de avanzada, biotecno-
logia moderna, biotecnologia de punta, biotecnologia recombinante o tecnologia
del DNA recombinante, biotecnologia e ingenieria genética, biotecnologiay mi-
crobiologiaindustrial, y hasta biotecnologia negativa, etc., se ha complicado la
comunicacion entre |os distintos especialistas y la interpretacién adecuada de los
términos empleados. Para poder clarificar esos términos pensamos que es conve-
niente definir y delimitar los campos de la Biotecnologia y de algunas disciplinas
que laintegran.

La Biotecnologia es una actividad multidisciplinaria que comprende la apli-
cacion de los principios cientificos y de laIngenieriaal procesamiento de mate-
riales por agentes biol 6gicos para proveer bienesy servicios. Los agentes biol 6gi-
cos pueden ser células microbianas, animales, vegetales y enzimas. Se entiende
por bienes a cualquier producto industrial relacionado con alimentos, bebidas,
productos medicinales, etc., y por servicios a aquellos vinculados a la purificacion
de aguasy tratamiento de efluentes. Esta definicion que eslamas conociday
aceptada por la mayor parte de los paises fue propuesta por la Organizacion para
la Cooperacién Econémicay el Desarrollo (OECD).

LaMicrobiologia Industrial se ocupa de produccién de bienesy servicios con
células microbianas. Por lo tanto la Microbilogia Industrial representa una parte,
seguramente la mas importante, de la Biotecnologia.

La Ingenieria genética comprende una serie de técnicas que permiten obte-
ner un organismo recombinante, o sea portador de un gen extrafio proveniente de
otras células, sean éstas microbianas, vegetales o animales. Es una disciplina de
rivada de la Biologia molecular que esta incluida en la Biotecnologia como herra-
mienta fundamental para la obtencion de microorganismos especificos a ser utili-
zados en la produccion de bienes y servicios. El término tecnologia del DNA re-
combinante puede considerarse sinénimo de Ingenieria genética.

Consideramos que | os términos biotecnol ogia de avanzada, biotecnologia mo-
derna, no son adecuados. Cualquier tecnologia o biotecnologia avanzay se mo-
derniza. Si los términos se aplican a procesos con cepas de I ngenieria genética
tnicamente o a transplante de embriones o0 a micropropagacion vegetal por culti-
vos de tgjidos 0 a produccion de especies vegetal es mejoradas por cultivos de teji-
dos o a produccion de especies vegetales mejoradas por cultivos de anteras, cte.,
pueden confundirse mucho los conceptos cuando con toda justicia podemos in-
cluir también en la biotecnol ogia de avanzada |as nuevas tecnol ogias de produc-
cion de alcohol, ya que son mas modernas o de avanzada con respecto alas ante-
riores. Si se desea hacer una diferencia, tal vez seria conveniente referirse ala
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Tablal. Areasde aplicaciony ejemplos de productos obtenidos por microor-

ganismos.
AREA MICROORGANISMOS PRODUCTOS
SALUD Bordetella pertusis

Clostridium tetani Vacuna triple

Corynebacterium diphteriae
Propionebacterium sp.
Penicillium chrysogenum
Streptomyces sp. varias
Bacillus sp.

Rhizopus nigricans
Curvularia lunata
Aspergillus ochraceus

E. coli recombinante
Saccharomyces cervisiae
Recombinante

ALIMENTOS Saccharomyces cervisiae
Streptococcus lactis
Lactobacillus bulgaricus
Saccharomyces sp. varios
Corynebacterium y
Brevibacterium sp. varias y
auxotréficas diversas
Acetobacter aceti
Bacillus sp. varios
Blakeslea trispora
Streptomyces chrestomyceticus
Dunaliella sp.
Lactobacillus
Streptococcus sp. varias
Penicillium sp. varias

PRODUCCION  Rhizobium sp. (varios)
VEGETAL Giberella fujikuroi

Bacilius thuringiensis
Verticillium lecanii
Metarhizium anisopliae

PRODUCCION  Candida utilis, y otros

ANIMAL Clostridium (varios)
Paseurella multocida
Salmonella typhimurium
Brucella abortus

INSUMOS Saccharomyces cervisiae

INDUSTRIALES Zymomonas sp.
Clostridium acetobutilicum
Bacillus sp. (varios)
Aspergillus (varios)
Trichoderma reseei
Aspergillus niger
Aspergillus niger
Xanthomonas campestris

MINERIA Thiobacillus thioxidans y
otras sp.

SERVICIOS Especies aerobias y
anaerobias varias

Vitamina B1g
Penicilina, Estreptomicina,
Tetraciclina y otros antibidticos

Compuestos esteroidales

Interferon, Insulina
Vacuna contra virus hepatitis B

Levadura de panificacién
Yoghurt

Vino, Cerveza, Sidra
Acido glutdmico y
otros aminoécidos

Vinagre
Saborizantes

Carotenoides

Quesos

Inoculantes de leguminosas
Acido giberélico (estimulante
del crecimiento vegetal)
Bioinsecticidas bacterianos
y fingicos

Protefna unicelular

Vacunas

Etanol

Butanol, Acetona

Enzimas industriales
(amilasas, proteasas, celulasas,
Glucosa isomerasa, pectinasas)
Acido Citrico

Acido Glucénico

Goma Xantano

Cobre, Uranio y otros

Efluentes purificados




Biotecnologiatradicional o convencional para denominar alos procesos conocidos
con anterioridad a advenimiento de la Ingenieria genética, y no convencional a
los posteriores.

Areasde aplicacion

Las areas de aplicacion de la Microbiologiaindustrial son muy variadasy de
ellas surge haimportanciay el impacto que tiene esta disciplina en la actualidad.

Las areas principal es son: salud, alimentos, produccion vegetal y animal, in-
sumos industriales, mineriay servicios.

En primer lugar se debe destacar laimportancia de la Microbiologia Indus-
trial en el mantenimiento de la salud y tratamiento de enfermedades, fundamen-
talmente por su aplicacién en la produccién de compuestos de actividad farmaco-
I6gicay vacunas.

En laindustria de alimentos es también significativala aplicacion de la Mi-

crobiologia Industrial en la produccion de bebidas, enzimas, saborizantes, pro-
ductos lacteos, etc.

La produccion agropecuaria se ve también favorecida en sus aspectos de pro-
duccién vegetal y animal por un conjunto variado de procesos microbiolgicos que
se han enriquecido notablemente en los Ultimos afios (como ha sucedido con otras
areas) con la utilizacion de técnicas de ingenieria genética.

El area de aplicacion en mineria esta relacionada con la biolixiviacién o sea
con la aplicacion de microorganismos en la extraccion de metales de minerales de
bajaley.

Finalmente el &rea de servicios se refiere fundamentalmente ala aplicacién
de microorganismos en la purificacion de efluentes, aspecto fundamental para el
mantenimiento de la calidad de vida.

Varios ejemplos de productos y microorganismos empleados en |as distintas
areas de aplicacion de la Microbiologia Industrial se pueden observar enla Tabla 1.

Simbolosy unidades

Es conveniente emplear simbolos y unidades correspondientes al sistemain-
ternacional, pero es importante que sean aquellos que son utilizados por la mayo-
riadelosinvestigadoresy profesionales relacionados. La Seccidn de Biotecnolo-
giade laUnion Internacional de Quimica Puray Aplicada estudié el problemay
encomendd a una serie de expertos de varios paises la confeccién de unalistade
simbolos y unidades utilizadas. La lista fue sometida a la critica de numerosos
especialistas y fue finalmente publicada en inglés como guia general sobre sim-
bolos y unidades en Biotecnologia. Una traduccion castellana adaptada ala no-
menclatura en espafiol fue también preparaday publicada posteriormente.

En latabla 2 se dan algunos simbolos y unidades, expresados en el sistema
internacional (SI) y también en unidades comunes en Microbiologia Industrial, y
que son las que utilizamos en esta monografia. Corresponde ahora, después de
considerar los aspectos generales de |os procesos fermentativos, tratar aquellos
esenciales que corresponden alos microorganismos de interés industrial .



Tabla 2. Algunos simbolos y unidades empleadas en Microbiologia Industrial.

Descripcion y/o definicion Simbolo  Unidad S.| *

Unidades comunes

Dimensiones de volumen

Volumen \%
Energia de activacién E
Presion
La presién parcial lleva
subindices apropiados como P

PQ,, presién parcial de Oy
Rendimiento

Relacién general de masa que
expresa salida con respecto a

la entrada. Debe ser definido con
subindices como Yy, Yp/e, Yo

Temperatura
Absoluta

General
Tiempo
Identificar los periodos mediante

subindices tq para tiempo de dupli-
cacién, t para tiempo de latencia

Concentracién
Biomasa, concentracién

Numero total
Sustrato
Producto

Simbolos para conceptos

de velocidad
Crecimiento, velocidad

Crecimiento, velocidad especifica
Dilucién, velocidad
Flujo volumétrico o caudal

Mantenimiento, coeficiente de
Término no asociado al crecimiento
relacionado con consumo de sustrato

Productividad

Utilizar subindices apropiados para
biomasa rx y rp para producto

* S.I.: Sistema Internacional de Unidades.

m3
J mol-!

bar

T wZ =

r

1

cal mol~!

atm
K K
°C °C
] min, h
Kgm3 g1l
Kgm™3 mgl-1, g 1!
Kgm™3 mgl1, g1-!
Kgm3sec! gllh!
g1 h-1, d-1
sl h-1, 41
m3 g-1 1 h-1
s1 h-1
Kgm-3gs-1 gl-1h-1

L ecturas recomendadas:

1. Biotechnology. International Trends And Perspectives. A. Bull, G. Holt and M. Lilly.

OECD. Paris, 1982.

2. Listade Stntholos con Unidades recomendadas para su entpleo en Biotecnologta. Tra-
duccion castellana, R. Ertola. Rev. Latinoam. Ingg. Qufm. Vol. 16, N° 2, 5-12 (1986), del

origina inglés Pure and Appl. Chem. Vol. 54 N°

p. 1743-1745, (1982).



Capitulo 2

ASPECTOS GENERALES
DE LOS PROCESOS DE FERMENTACION

Un proceso de fermentacion tipico es esencialmente un proceso que se llevaa
cabo en un recipiente [lamado fermentador o en general, biorreactor, mediante el
cual determinados sustratos que componen e medio de cultivo son transforma
dos por accién microbiana en metabolitos y biomasa. El microorganismo va au-
mentando en su concentracion en el transcurso del proceso a mismo tiempo que
el medio se vamodificando y se forman productos nuevos como consecuencia de
las actividades catabdlicas y anabdlicas. Los dos fenémenos crecimiento y forma-
cion de producto, tienen lugar durante el desarrollo del proceso simultdneamente
0 No seguin los casos.

Efectoresinternosy externos

El comportamiento de un microorganismo en crecimiento es el resultado de
lainteraccion que se produce entre el microorganismo'y €l medio ambiente en el
reactor, y que en rigor es el resultado de los llamaos efectoresintray extra celu-
lares.

L os efectores internos estan representados por la dotacién genética intrinse-
cadel organismo considerado y por sus mecanismos de regulacién metabolica.
Estos ultimos pueden ser modificados por alteraciones del medio ambiente 0 més
precisamente por |os efectores externos mientras que la existencia de un gen de-
pende de la especie del microorganismo considerado. Un gen estd o no estd, solo
su expresion puede modificarse. Con el fin de mejorarla productividad de un pro-
ceso de fermentacion las cepas empl eadas pueden someterse a tratamiento fisico
0 quimico de mutacion que a alterar algiin sector del genoma logran aumentar
la produccion de un metabolito aunque también pueden disminuirla o incluso su-
primirla.

También se puede dotar a un microorganismo de una capacidad genética
nueva cuando se efectlialainsercién de sectores del genoma de una especie en
un microorganismo, haciéndose éste capaz de producir metabolitos que desde €l
punto de vista genético de su especie no podria hacerlo. La obtencién de mutan-
tes por el uso de agentes mutagénicos o por algin otro mecanismo bioquimico y
la construccién de cepas nuevas por ingenieria genética constituyen los recursos
de la genética microbiana, para mejorar la productividad de un microorganismo
dado o para dotarlo de una capacidad productiva nueva. Es decir que los efecto-
res internos pueden modificarse paralograr la optimizacion de un proceso fer-
mentativo. Todos estos aspectos seran considerados especialmente en el capitulo
siguiente, que corresponde al mejoramiento de |os microorganismos de interés in-
dustrial.

El comportamiento o expresién fenotipica, o sea lo que realmente se observa
como respuesta del microorganismo al medio ambiente en el reactor es, ademas,
el resultado de lainfluencia de las variables de naturaleza fisicay quimica que
constituyen los ef ectores externos.



L os efectores externos de naturaleza fisica estan vinculados con las condicio-
nes de operacion que se utilizan en los reactores y son por gjemplo latemperatu-
ra, laagitacion, aireacion, etc; es decir, estén constituidos por las variables de
manipulacién fisica que se fijan 0 se programan en el curso del proceso de pro-
duccion.

Lamaodificacion de algunos de |os efectores fisicos como por ejemplo latem-
peratura, tiene un efecto notable sobre un proceso. Si el valor utilizado no es ade-
cuado puede disminuir o ain impedir laformacion de un metabolito determina-
do. Ademas la temperatura puede modificar los requerimientos nutritivos de al -
gunos microorganismos, lo que significa que al modificarse el valor de un efector
puede cambiar |os requerimientos de otro.

L os efectores externos de naturaleza quimica estan representados por la pre-
sencia de los componentes de |os medios de fermentacion, ademéas del 0 , que
puede considerarse un nutriente mas. Los componentes de |os medios deben
cumplir con todos los requerimientos nutricionales y ademéas con los requeri-
mientos especificos que son indispensabl es para la formacion de productos. Los
aspectos fundamentales de los medios, como su disefio y formulacion, serén tra-
tados en €l capitulo 4.

L os reactores estan también estrechamente vinculados al manejo 0 manipu-
lacion de los efectores externos, ya que ademas de la regulacion de las variables
fisicas permiten segun el modo de operarlos fijar o regular la alimentacion de
componentes de los medios que, como ya se dijo, constituyen |os efectores quimi-
cos. Tal es el caso cuando se operan los reactores en "batch" o en forma disconti-
nua, (todos los componentes son colocados desde un comienzo en el medio de pro-
duccion) o cuando se opera €l reactor en "batch alimentado” donde la alimenta-
cion de los componentes se realiza en forma controlada durante el proceso. Final-
mente cuando se opera el reactor en continuo, se alimenta medio completo a una
determinada velocidad al mismo tiempo que se deja salir con la misma velocidad
medio fermentado, lo que permite tratar ala velocidad de crecimiento especifico
como variable independiente. Estos aspectos seran desarrollados especial mente
en el capitulo 7.

Lainfluencia de los efectores internos y externos sobre el comportamiento de

una célula microbiana se puede representar esquematicamente como |o muestra
laFig. L

EFECTU’RES INTERNOS
(Dotacidn Genética)

|

CELULA

|

EFECTORES FISICOS
(Temperatura, Viscosidad,
Agitacidn, etc.)

EFECTORES QUIMICOS —»

—

Figura 1. Influencia de los efectores internos y externos sobre la expresion celular.



Para comprender con claridad estos conceptos es conveniente citar algunos
gjemplos demostrativos. Supongamos una cepa de un microorganismo (B. subti-
lis) que genéticamente esta en condiciones de efectuar la biosintesis de una enzi-
ma (a-amilasa) y que es colocada en un medio de cultivo adecuado y en condicio-
nes de operacion éptimas para la produccion de esa enzima. Por medio adecuado
se entiende una fuente de carbono como el amidén o dextrina, ademés de fuente
organica de nitrégeno, y otras sales minerales. Por condiciones de operacion opti-
mas se consideran la temperatura de 30-37 °C, agitacion, pH inicial 6.5-7.0. Su-
pongamos también que €l proceso es de tipo "batch”. Si en la composicién del me-
dio utilizamos glucosa, por gjemplo, dificilmente tendremos un rendimiento nor-
mal de a-amilasa mientras exista glucosa en el medio, debido alainfluencia ne-
gativa de ésta, ya que la misma actlia como represor catabdlico de la biosintesis
de laenzima. Este es un g emplo negativo de un efector externo (glucosa) que no
permite la expresion del gen de la cepa. No solamente la glucosa tiene este efecto
sino en general cualquier otra fuente de carbono que sea de consumo répido.

Si en cambio se opera el reactor como "batch" alimentado, con alimentacion
programada de glucosa, la influencia negativa de ese efector externo desaparece,
porgue su concentracion se mantiene en limites muy bajos.

Otro efector externo de naturaleza quimica que inhibe la biosintesis de otros
productos como muchos antibi6ticos es el anidn fosfato. Por eso la produccion in-
dustrial de esos compuestos debe hacerse de maneratal que existan concentra-
ciones limitantes de fosfato inorganico. Si éste esta en concentraciones de 0.3 a
300 mM generalmente se producen crecimientos celulares atos pero concentra-
ciones superiores a 10 mM suprimen la sintesis de muchos antibioticos.

La presencia de azlcares asimilables superiores a0.16 g | * produce invaria-
blemente formacion de alcohol en proceso de crecimiento de levadura de panifica-
cion (Saccharomyces cerevisiae) alin en presencia de exceso de oxigeno. Es el de
nominado efecto Crabtree. Es por ello que la produccion de levadura se debe lle-
var a cabo con sistemas de "batch”" alimentado con alimentacién programada de
azUicares para maximizar laformacion de biomasa e impedir la formacién de al-
cohol. Es otro gjemplo de lainfluencia de un efector externo o de naturaleza qui-
mica sobre la actividad metabdlica de un microorganismo.

Parainvestigar adecuadamente la influencia de los ef ectores externos quimi-
Cos, es necesario €l empleo de sistemas continuos, aspecto que seratratado en el
capitulo 7.

Esguema de un proceso industrial

Enla Fig. 2 se presenta un esquema general de un proceso de fermentacion.
Como puede verse existen 4 etapas bien diferenciadas, a saber: 1) Propagacion de
cultivos, lo que seredliza en el laboratorio y que comienza generalmente en un
tubo de ensayo que contiene un repique reciente del microorganismo o un tubo
liofilizado o congelado donde se conservala cepa de interés o de una colonia del
microorganismo previamente seleccionada. Este material microbiol 6gico seleccio-
nado constituye el punto de partida con el cual se debe aumentar la cantidad del
mismo mediante sucesivos pasajes en frascos de vol imenes crecientes que son
generalmente operados en agitadores de vaivén o rotatorios en cdmaras de culti-
vo. 2) Fermentacién: con el material obtenido anteriormente, se siembra el tan-
gue de inoculo que puede tener un volumen de 50, 500 6 1000 1 segun la escala
industrial posterior. Del tanque de inocul o se pasa posteriormente al fermenta-
dor industrial cuyo volumen, que varia de acuerdo al producto a obtener y asu
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Figura 2. Esquema general de un proceso de fermentacién.

concentracién, esta comprendido comunmente entre 10,000 y 100,000 I. En algu-
Nos casos especiales, como en la produccidn de proteina unicelular, los tanques de
fermentacion pueden llegar hasta 1,000,000 I. Un proceso esencial ligado ala
produccion es la preparacion y esterilizacion de los medios que se lleva a cabo
también en esta etapa (previamente ala inoculacién) ya sea en el tanque de
in6culo o en el reactor industrial. 3) Operacionesy proceso de separacion y purifi-
cion de los productos; estas etapas comprenden en forma general y sucesivamen-
te: a) separacion de insolubles por filtracién, centrifugacion, o decantacion; b) se-
paraciones primarias por extraccion, absorcion, adsorcion, ultrafiltracion; ¢) puri-
ficacion por extraccion liquido-liquido, o extraccién a dos fases acuosas, 0 croma-
tografia de afinidad, y finalmente d) aislamiento del producto. 4) Tratamiento de
efluentes: si bien no tiene una relacion directa con el producto, que eslarazon de
ser de laindustria de fermentacion, representa una etapa imprescindible porque
es fundamental controlar la calidad del efluente que sale de lafabricay que es
enviado generalmente a un curso de agua, sea un canal, arroyo, un rio o a mar.

Es importante tener en cuenta que todas | as etapas de un proceso de fermen-
tacion deben estar intimamente ligadas e integradas ya que es indispensable que
el proceso sea optimizado globalmente. Cada etapa debe considerar laimportan-
ciaeinfluencia de los procesos y operaciones anterioresy también de los siguien-
tes para poder cumplir con ese concepto de integracion. La calidad de una cepa
de microorganismo debe estar supeditada a su real capacidad de produccién en el
fermentador. Pero ademés es necesario que esa cepa, altamente productora, no
produzca, por g emplo, dificultades en |a etapa de separacion y purificacién como
es el caso de cepas de Penicillium chrysogenum que no pueden utilizarse porque
producen pigmentos que encarecen las etapas de purificacion. Lo mismo sucede
con el uso de medios, basados en subproductos como el suero de queso, que pue-

il



den dar buenos rendimientos de un producto pero que representan un inconve-
niente en la etapa de purificacion.

Ademas, €l reactor y las condicioines de operaci6n deben ser tales que asegu-
ren la productividad méaxima del proceso y la calidad del producto, que en algu-
nos casos depende de | as condiciones de operacion empleadas como sucede con al-
gunos preparados enzimati cos cuya composi cion es regulada segiin como se opere
en la etapa de lafermentacion y en la correspondiente ala separacion y purifica-
cion.

L ecturas recomendadas:

1. A. Fiechter - Physical and chemical Parameters of Microbial Growth. Advancesin Bio-
chemical Engineering Vol. 30, 7-60. Springer-Verlag, 1984.
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Capitulo 3

SELECCION, MANTENIMIENTO Y MEJORAMIENTO
DE MICROORGANISMOS DE INTERES INDUSTRIAL

Seleccion
Debido a que €l éxito o fracaso de un proceso fermentativo comienza con €l

microorganismo utilizado, en la eleccion del mismo se deberian tener en cuenta
ciertos criterios generales que se indican a continuacion:

1. Lacepaautilizar debe ser genéticamente estable.

2 Suvelocidad de crecimiento deberia ser alta.

3. Lacepadebe estar libre de contaminantes, incluidos fagos.
4

Sus requerimientos nutricional es deberian ser satisfechos a partir de medios
de cultivo de costo reducido.

5. Debe ser de fécil conservacion por largos periodos de tiempo, sin pérdida de
sus caracteristicas particulares.
6. Deberiallevar acabo el proceso fermentativo completo en un tiempo corto.

7. Si el objetivo del proceso es un producto, éste deberia ser de alto rendimiento
y de facil extraccion del medio de cultivo.

L os microorganismos gue se utilizan en un proceso, pueden ser obtenidos por
aislamiento a partir de fuentes naturales o de una coleccion de cultivos. A nivel
industrial, en general, cada firma posee su propia coleccién de organismos, mu-
chos de los cuales han sido mejorados a través de técnicas clasicas de mutacién o
de ingenieria genética. Sin embargo, estas cepas sélo son empleadas por laindus-
triaque las posee, debido al gran valor comercia de las mismas. En algunos ca-
sos se dispone de organismos modificados genéticamente parallevar a cabo reac-
ciones especificas de biosintesis, degradacion o biocatdlisis, los cuales estan pro-
tegidos por patentes. Esto significa que un gran porcentaje de organismos aisla-
dos o modificados no son disponibles para uso general en laboratorios.

Existen en e mundo un gran niUmero de colecciones depositarias de cultivos.
Entre la diversidad de colecciones se destacan: "American Type Culture Collec-
tion", USA, la cual mantiene bacterias, levaduras, algas, actinomycetes, mohos,
protozoos, virusy lineas celulares; "Colletion Nationale de Cultures de Microor-
ganismes’ del Institut Pasteur, Francia "Northern Regional Research Labora-
tory" (NRRL), de Peoria, USA, y "Nationa Collection of Type Cultures’, Londres,
Inglaterra.

Si el organismo a utilizar es aislado de fuentes naturales como agua, suelo,
plantas y desechos, la eleccion del material de partida puede hacerse teniendo en
cuenta gue el organismo exprese en ese ambiente |as propiedades que son dein-
terés. Por ejemplo, en suelos tratados con pesticidas se podrian encontrar orga-
nismos adaptados a la degradacién de estos productos quimicos; o en larvas de
insectos muertos agentes causales de la muerte.

Elegida la fuente de aislamiento, |as posibilidades de éxito dependen de la
técnica elegida para el mismo; en este caso las alternativas son: a) aislamiento
directo, o b) enriquecimiento del cultivo con o sin pretratamiento de la muestra.
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Una vez efectuado el muestreo y seleccion (screening) parael aislamiento de
una cepa de interés, la misma debera ser caracterizada. En este procedimiento se
debe tener en cuenta que la composicion quimica del material a partir del cual se
vaarealizar €l aislamiento comienza avariar a partir del momento en que es to-
mada la muestra, por lo tanto ésta se debe procesar rapidamente, tratando de
evitar alteraciones que afecten a la poblacion de interés.

a) Aislamiento directo: en este caso es deseable que el medio que se utiliza
para el aislamiento permitala méxima expresion del material genético del orga-
nismo. Si se busca por ejemplo un organismo con accidn antimicrobiana, se puede
crecer a potencial productor, en una caja de petri en presenciadel o los organis-
mos contra los cuales se requiere la accién antimicrobiana, observandose la pro-
duccién del inhibidor por las zonas de inhibicién de crecimiento.

Para la deteccion de productores de factores de crecimiento tales como ami-
noécidos y necledtidos se utiliza la estimulacion del desarrollo de bacterias aux6-
trofas por un lisado del organismo. Esto se puede llevar a cabo en medios sélidos.
En este caso se debe tener una "réplica’ de la caja aensayar. Unavez obtenido €l
crecimiento en la primer caja, se replica a una segunda, antes de "matar” las co-
lonias con luz. U.V., por gjemplo. Esta caja es luego cargada con agar contenien-
do una suspensién del organismo auxétrofo al producto buscado. Después de un
periodo de incubacién se observa crecimiento en forma de halo alrededor de las
cpllqnias productoras, 1o que permite el aislamiento de este organismo de la placa
réplica.

b) Enriquecimiento del cultivo: esta técnica consiste en incrementar en una
poblacién mixta el nUmero de organismos de interés en relacion al resto. De esta
forma se busca favorecer €l crecimiento de un tipo dado de microorganismos me
diante condiciones de cultivo adecuadas a mismo, o de condiciones inapropiadas
para el desarrollo de los otros. Esto se logra mediante el empleo de sustratos
espe-cificos o ciertos inhibidores. Para mantener |afuerza selectiva del medio, €l
cual se modifica por el crecimiento del organismo buscado, se realizan subculti-
vos periddicos en medio fresco. Esto lleva a que el organismo de interés sea el do-
minante de la poblacidn, lo cual facilita su posterior aislamiento en medio sdlido.
Se debe considerar en este caso €l efecto del medio sobre la velocidad especifica
de crecimiento (u).

L a seleccién de un organismo por este procedimiento depende de su valor de
u comparado con los de los otros organismos. Evidentemente el dominante de la
poblacién serd el que posea el mayor valor de u para las condiciones de cultivo
empleadas. Sin embargo no necesaria-
mente sera mas Util un organismo de
mas alto; puede ser deseable uno con

mayor afinidad por €l sustrato. El pro- Um8|--------;-=-----~- [R— B
blema de sel eccién puede ser superado
empleando el sistema de cultivo conti- UmAj{---==----~ == A

nuo, temaque setrataen el capitulo 7, HKz|7TT 2
donde la fuerza de seleccion se mantiene
aun nivel constantey el organismo do-
minante sera seleccionado por su afini-
dad por el sustrato, méas que por su u
maxima
EnlaFig. 3 se muestraun modelo Sz S

de competicion entre dos organismos ca- Figura 3. Efecto de la concentracién del

paces de crecer en un cultivo continuo sustrato sobre la velocidad especifica de
enriquecido. crecimiento de dos organismos A y B.
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En cultivo continuo el valor de um esta determinado por la concentracion de
sustrato y esigual en estado estacionario alavelocidad de dilucion (D). A valores
deu=D < uzsetiene que UA > uB y por lo tanto el organismo A podréa ser selec-
cionado a pesar de que umA < umB (uz = valor de u a partir del cual uB > uA).

M antenimiento o conser vacion de los cultivos

L os objetivos de la conservacion de los cultivos se podrian resumir en los si-
guientes aspectos. a) preservar la pureza genética del cultivo sin pérdida de nin-
guna de sus propiedades bioquimicas; b) preservar los niveles de su productivi
dad inicial; c) lograr que el cultivo pueda ser transportado y manejado con facili-
dad. Esto ultimo puede ser un factor esencial en la seleccion de un método de
preservacion.

En todo trabajo de Microbiologia se deben conocer las caracteristicas de la
poblacién con la cual se vaatrabajar (propiedades morfoldgicasy bioquimicas).
En este sentido, tanto en la conservacion como en el desarrollo del cultivo, ya sea
el que suministra o el que recibe la cepa, deberian usar las mismas técnicas me-
todol 6gicas. Tanto para el mantenimiento, preparacion y propagacion de inéculos
se deben usar métodos reproducibles que no produzcan variaciones o pérdidas de
las caracteristicas de la cepa empleada.

No hay métodos de mantenimiento en procesos industrial es que sean comu-
nes atodas las industrias, empleandose en algunos casos métodos especificos se-
cretos.

El conocimiento de las caracteristicas del cultivo es esencial en laeleccion de
un método de preservacion. Laidentidad del cultivo puede conocerse en base a
sus caracteristicas de crecimiento en uno o méas medios especificos, tomando en
consideracion propiedades macro y microscopicas exhibidas, o en base auna eva-
luacién mas exhaustiva empleando muchos ensayos bioquimicos, biolégicos, in-
munol6gicos y geneéticos.

En general los cultivos no son estudiados en detalle debido ala casi imposibi-
lidad de determinar en cada etapa si ha habido o no alteracion genética. En la.
mayoria de las situaciones solamente se pueden notar cambios mensurables u
observables tales como pigmentacion, morfologia, reacciones fermentativas, pro-
piedades microscopicas, etc. El andlisis de estos parametros junto con la determi-
nacion cuantitativa del recuento de colonias antes y después del proceso de man-
tenimiento brindan la informacidn necesaria para la correcta evaluacion de la
técnica de conservacion a elegir.

~ Los métodos de preservacion o mantenimiento mas importantes son los si-
guientes:

Subcultivos

Es un método comun de conservacion, que consiste en el repique periodico
del cultivo en un medio nutritivo fresco. El intervalo de transferencia varia con el
microorganismo, debiendo considerarse el medio adecuado para cada especie.
Unavez desarrollados los cultivos se mantienen a4 °C durante lapsos gque osci-
lan entre 15 diasy 2 meses. L os inconvenientes que presenta son varios: a) incre-
mento de la posibilidad de mutacién con cada transferencia, con pérdidade las
caracteristicas del organismo; b) riesgo de contaminacién; c) alteracionesen el
medio de cultivo, durante la estadia en frio, en la cual se produce una desecacion
gradual del mismo.
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M antenimiento bajo capa de aceite

Es unatécnicasimpley efectiva para prolongar la conservacion de muchos
organismosy consiste en cubrir completamente el cultivo después de su desarrro-
Ilo en medio solido, con una capa de aceite mineral o vaselina estéril. Los cultivos
en estaforma se pueden conservar atemperatura ambiente o alin mejor en hela-
dera por periodos de varios afios. Algunos autores sostienen que en estas condi-
ciones los microorgani smos pueden continuar reproduciéndose, con posibilidades
de aparicién de mutantes; sin embargo se acepta que estas alteraciones no se ob-
servan hastalos tres afos de mantenimiento.

Congelacion

Dehido a que la actividad metabdlica de una célula se reduce considerable-
mente por mantenimiento a muy baja temperatura, la congelacion es una técnica
de eleccion, ya sea para cortos o largos periodos de tiempo. A esto ha contribuido
también la mayor disponibilidad de nitrégeno liquido (-196 °C) y el mejoramiento
de los equipos de refrigeracion. Latécnicainvolucra el crecimiento del cultivo
hasta la fase estacionaria, ya que en general en esta etapa las células son méas
resistentes a los dafios por congelacién y descongelacion, que las de fase exponen-
cial. También es aconsgjable utilizar una densidad celular elevada en la congela-
cidn, debido a que, cuando parte de las células se lisan se liberarian sustancias
crioprotectoras que aumentarian el porcentaje de células sobrevivientes.

Las células a congelar pueden ser resuspendidas directamente en un agente
crioprotector o se puede agregar €l mismo como aditivo al medio de cultivo. El
més empleado es glicerol al 10%, aunque otros agentes como dimetilsulfoxido,
glucosa, dextranos, sacarosa, suero de conegjo, lactosay extrato de malta, han si-
do también empleados.

La suspension celular es colocada en ampollas (vidrio o pléastico) y sellada
antes de colocarla bajo nitrégeno liquido. Uno de los problemas de esta técnica se
refiere alavelocidad de congelacion.

Muchos estudios son coincidentes en sefialar que una velocidad de congela-
cion lentay una rapida descongelacion rinden 1os mayores nimeros de células
viables. Se encontré que dependiendo de la naturaleza de las células, existe una
velocidad de congelacién Gptima en cada caso para obtener una méaxima sobrevi-
da. Como criterio general se puede decir que, o més ampliamente usado es €l en-
friamiento a1 °C min™* (ya que una répida congelacion causa ruptura de mem-
branas) hasta-20 °C y luego un rapido descenso.

En cuanto alatemperatura de conservacién, la mas baja recomendada es -70
°C, ya que atemperaturas mas altas ocurren algunas recristalizaciones, las cua-
les si son intracelulares son letales paralas células.

En caso de nitrégeno liquido, la conservacion podria prolongarse por afios,
asegurando una buena provision del mismo y disponiendo de equipos con siste-
mas de alarma en caso de fluctuaciones de temperatura.

Cultivosen tierra

Latierra estéril puede ser inoculada con un cultivo e incubada varios dias
parainducir esporulacion de bacilos aerobios y anaerobios. Unavez que lamis-
ma se manifiesta, latierra es secada (desecador) y el cultivo mantenido de esta
forma en una atmésfera seca o en refrigerador. El método ha sido utilizado am-
pliamente con hongos y actinomycetes, los cuales han sido mantenidos en estas
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condiciones varios afos. También se puede utilizar tierra parala conservacion
directa de suspensiones de esporos.

Preservacion en celulosa

El empleo de un soporte de papel para el mantenimiento de células en condi-
ciones de ausencia de agua es un procedimiento adecuado y sencillo, para conser-
var cepas. Latécnica consiste en embeber tiras de papel de filtro con una suspen-
sién densa de organismos en suero, glutamato de sodio u otro agente, las mismas
son posteriormente colocadas en tubos para su posterior secado bajo vacio. De es-
taforma se han logrado conservar cepas de Streptomyresy Salmonella por perio-
dos de hasta 2 afios a temperatura ambiente.

Liofilizacion

Laliofilizacién esta considerada como el método més adecuado paralapre-
servacion de microorganismos. Latécnicainvolucra el congelamiento de un culti-
vo seguido por un secado bajo vacio, lo cual resulta en la sublimacion de agua de
la suspension celular. La ventaja es que la mayoria de los organismos sobreviven
al secado y €l cultivo es facilmente mantenido alin atemperatura ambiente sin
pérdida significativa de viabilidad.

Laliofilizacién es apropiada para la conservacién de la mayoria de las bacte-
rias, encontrandose que las Gram-positivas sobreviven mejor que las Gram-nega-
tivas cuando se las liofilizay mantiene en condiciones similares. También se em-
plea en la conservacion de esporos, actinomycetes y muchos hongos incluidas le-
vaduras. Sin embargo, no es adecuada para células animales, algas y hongos en
fase de micelio.

Latécnica consiste en partir de un cultivo de fase estacionaria (donde las cé-
lulas son usualmente més resistentes) resuspendiendo las células con un medio
crioprotector, en €l cual se obtenga una alta densidad celular. Unas pocas gotas
de suspension celular son transferidas a una ampolla, la cual es congelada a
aproximadamente -40 °C y deshidratada mediante una sublimacion en vacio. Es-
te debe ser mantenido en 5-10 um mediante una bomba. El secado contintia has-
tallegar a valores de humedad del orden del 1%; luego, la ampolla es sellada ba-
jo vacio. Se debe evitar laformacion de radicales libres que se producen por expo-
sicién de las células al oxigeno, ya que estén asociados con pérdida de viabilidad;
de alli laimportancia de mantener el vacio.

El medio empleado en laliofilizacion es un factor importante en el proceso.
Entre los agentes recomendados estan la leche descremada en concentraciones
del 10 al 20%; suero equino, mezclas de suero, glucosay extrato de levadura; sue-
ro fetal bovino, etc. En algunos casos el efecto protector de laleche descremada
es mejorado por el agregado de solutos tales como acido ascorbico o tiourea.

_Lasacarosa se ha empleado parareemplazar |aleche descremada, y para
mejorar su performance se |e adiciona glutamato de sodio y bacto casitone u otro
componente nitrogenado.

Normalmente laliofilizacién produce dafios en las células, siendo |os mismos
en algunas casos reversibles, por lo cual éstas necesitan un tiempo de recupera-
cién que es variable en funcion del tipo de dafio producido.

En la reconstitucion de un tubo liofilizado se lograincrementar la sobrevida
de los microorganismos si en lugar de agua destilada se agrega caldo nutritivo o
€l mismo medio que se usd para el crecimiento inicial de las células; de estafor-
ma al mantenerse elevada la presion osmética durante larehidratacion se logra
gue lamisma proceda en formalenta.
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Se encuentra con frecuencia que el crecimiento después de larehidratacion
tiene una fase de retardo extendida. Se puede reducir esta fase si se emplea para
el crecimiento un medio de igual composicién que el que da 6ptimo desarrollo pe-
ro disminuyendo su concentracién original entre un 25y un 50%.

En general no es posible determinar para cada grupo de organismos el méto-
do de conservacion ideal, por lo que se trata de emplear el méas adecuado. De to-
dos, laliofilizacién es el mas utilizado, aungue algunos organismos muestran a
tas tasas de mortandad. En este caso la alternativa es la congelacién, a pesar de
gue las cepas mantenidas de esta forma son dificiles de transportar.

M gj oramiento de microor ganismos industriales

En general |os organismos aislados de la natural eza productores de metaboli-
tos de interésindustrial producen alos mismos en niveles muy bajos, por lo tanto
se hace necesario incrementar estos rendimientos para lograr una mayor renta-
bilidad de los procesos.

Unaformade mejorar el rendimiento es mediante la optimizacion del medio
de cultivo y de las condiciones de operacion, pero esto esta limitado por la capaci-
dad de sintesis méxima del producto deseado que tiene el organismo. La otra po-
sibilidad es el mejoramiento genético de la cepa.

Como yase dijo, laproductividad potencial de un organismo es controlada
por su genoma, pudiendo el mismo ser modificado paraincrementar los rendi-
mientos. Con el organismo modificado, se reexaminan las condiciones del cultivo
paralograr nuevamente la maxima productividad. Por lo tanto los programas de
desarrollo involucran una continua modificacion genética del microorganismo,
seguida por una readaptacion del medio de cultivo alos nuevos requerimientos,
mejoras de las condiciones de operacion y también de los procesos de extraccion y
purificacion.

L a obtencidn de cepas modificadas genéticamente se puede realizar por 1)
Seleccién natural de variantes, 2) Mutacion inducida, y 3) Recombinacién genéti-
ca
1. Seleccién natural

Se debe tener en cuenta que en cada division celular hay una pequefia proba-
bilidad de que ocurra un cambio genético, por lo cual no es sorprendente que en
una gran masa celular la poblacién sea heterogénea. Esta distribucién puede pre-
sentar problemas de rendimientos debido a que en general las variantes tienen
menores niveles de produccion que la poblacion parental. Estos cambios definiti-
vos (mutaciones) se deben distinguir de las variaciones fenotipicas que dependen
de las condiciones ambientales y que tienen lugar en todas las células de la po-
blacién que expresan la misma modificacion fisiol6gica, dentro de las variaciones
permitidas por su genotipo. En las mutaciones espontaneas el elemento respon-
sable de la mutacion no es conocido, pero igual que lasinducidas (el factor muta-
génico se conoce) son establesy hereditarias y tienen una frecuencia estadistica-
mente medible (tasa de mutacion).

La frecuencia de mutaciones espontaneas varia entre 10 '6 a 10" mutaciones
por genomayy por generacion. Por 1o tanto si se considera un valor de 1077 se de-
berén estudiar un gran niimero de organismos (> 10 ) en la busqueda del tipo
deseado.

En la seleccidn de variantes naturales, una préctica que todavia es utilizada
se refiere ala observacion de las caracteristicas morfol dgicas de las colonias, las
cuales, en manos de un operador avezado, se asocian con mayor o menor produc-
tividad, lo que permite seleccionar y posteriormente estudiar 1os clones aislados.
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Estos estudios involucran una etapa de crecimiento seguida por ensayos de eva-
luacion del producto. En estos casos es mas adecuado realizar |as experiencias en
erlenmeyers de hasta 500 ml, ya que si bien demanda una considerable mano de
obra, los resultados de ensayos en tubos o pequefios frascos son menos confiables.

A veces es posible el disefio de un procedimiento simple de "screening” selec-
tivo para un tipo particular de mutantes. Por ejemplo, células no mutadas que
mueren en un plaqueo por seleccidn de mutantes resistentes a drogas, metales,
etc. En estas condiciones se aislan mutantes con un esfuerzo minimo adn de po-

blaciones donde |a tasa de mutacion es menor a1l x 109,

Cuando se comparan los incrementos en los rendimientos de cepas obtenidas
por mutaciones naturales como las que resultan del empleo de un agente tal co-
mo laluz ultravioleta se observa, en general, que con agentes como el menciona-
do losincrementos en productividad son superioresy con una mayor tasa de mu-
tacion.

2. Mutacién inducida.

El procedimiento de mutacion mediante el empleo de un agente determinado
implica dos etapas, €l tratamiento de la poblacién con el mutageno elegido y lue-
go el aislamiento de los mutantes para su posterior ensayo y seleccion.

Empiricamente el empleo de diferentes agentes resulta en el aislamiento de
distintos "espectros' de mutantes.

Laeleccion de un agente mutagénico depende en general de consideraciones
précticas. En algunos de los casos es méas conveniente el empleo de més de uno
en lugar del uso masivo de uno solo. Latécnica a emplear puede producir una al-
ta tasa de mutacion o puede favorecer la separacion de un nimero reducido de ti-
pos deseables de un gran nimero de productores mediocres.

Hasta donde sea posible el aislamiento del mutante deberia utilizar 1a carac-
teristica mejorada del mismo como factor de seleccion. El incremento de su pro-
ductividad podria ser €l resultado de una modificacién en los mecanismos de con-
trol que limitan el nivel de produccién y/o de una variacion en los precursores
que llevan al producto. En este sentido el conocimiento de las rutasy mecanis-
mos de control de la biosintesis de un producto facilitan la estrategia a seguir en
el aislamiento.

Es importante en los programas de busqueda y seleccion, tener una alta pro-
porcién de mutantes entre la poblacion sobreviviente a tratamiento, debido a
gue sdlo estos individuos son los estudiados. Con el aumento de la dosis del mu-
tégeno en general se incrementa esta proporcion, aungue para cada mutageno y
cada organismo hay una dosis éptima.

L os agentes mutagoni cos pueden ser agrupados en:

1) Fisicos, como laluz ultravioleta, que es un mutdgeno muy conveniente. La
longitud de onda puede variar de 200 a 300 nmy el tiempo de exposicion entre
0.5y 20 minutos, dependiendo de la sensibilidad del organismo y tratando de lo
grar un porcentgje de muerte entre el 90 y 99.9%. Otros agentes como rayos X y
rayos “' son actualmente poco utilizados.

2) Quimicos: Estos agentes se emplean en concentraciones del orden de 0.05
M con exposiciones de 0.5 a 12 horas. Como muchos de ellos son no toxicos, €
grado de mortandad no es empleado como dato de eficiencia. El tratamiento se
realiza adicionando el mutédgeno a una suspensién de células, la cual esincubada
atemperatura constante un determinado tiempo. Estas manipulaciones requie-
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ren personal con experiencia debido a las lesiones que pueden ocasionar. Entre
estos agentes se destacan los siguientes: a) Acido nitroso. Este agente induce
transiciones A-T --- G-C y/o deleciones por uniones cruzadas en €l interior de la
cadena. b) N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG). Es uno de los mutégenos
mas potentes, produciendo una alta tasa de mutacién con bajo porcentaje de mor-
tandad. Requiere de un manejo sumamente cuidadoso. ¢) Andlogos de base. Pro-
ducen transiciones, como el 5-bromuracilo y la 2-aminopurina, siendo otros an&
logos menos efectivos. Sus modos de accién dependen de sus incorporaciones al
nuevo ADN formado y del lugar que ocupen al sustituir ala base normal. d) Mu-
tégenos estructurales, como la proflavina o naranja acridina que no son incorpo-
rados covalentemente al ADN, sino que actuan como agentes de intercalado en la
estructura, promoviendo adiciones o deleciones simples durante la sintesis.

M utantes con niveles mejor ados de metabolitos primarios

Metabolitos primarios son aquell os esenciales para la vida de un microorga-
nismo como por gjemplo, aminoéacidos, nucledtidos, vitaminas, &cidos organicos.

Antes de considerar |a seleccion de este tipo de mutantes, es necesario cono-
cer los mecanismos de control involucrados en la biosintesis de estos metabolitos.
L as concentraciones de |os mismos estan reguladas por sistemas de control por
retroalimentacion ("feed back). Los dos principales sistemas involucrados son in-
hibicion y represion "feed back".

En lainhibicion, el producto final de una via metabdlicainhibe la actividad
de una enzima (normalmente la primera) de su via de formacidn, cuando se ha
sobrepasado un valor méximo de concentracion intracelular de dicho producto
(caso de hiosintesis de aminoécidos). La primeraenzimade lavia es de tipo "alos-
térica’, lo que significa que en este caso el producto final seune aellaen el cen-
tro regulador (no compite con el sustrato por el centro activo, como en lallamada
inhibicion competitiva), afectando la unién de laenzima al sustrato. Es un con-
trol finoy cas instantaneo.

Larepresion es aquelladonde el producto final de una via metabdlica previe-
ne lasintesis de una enzima o de todas las que catalizan la via mencionada. Esto
ocurre anivel de é&cido desoxirribonucleico (ADN), impidiendo la transcripcion
del gen a acido ribonucleico mensgjero (ARNM). Este mecanismo es de accion
més lenta que el anterior, ya que permite actuar a las enzimas preformadas.

L os mecanismos de regulacion son més complejos en caso de vias biosintéti-
cas ramificadas donde los productos de cada brazo son raramente requeridos por
€l organismo enigual proporcién. Los procesos de control de estos son los siguien-
tes: @) por isoenzimas; b) concertado o multivalente; c) cooperativo; d) acumulati-
vO; €) secuencial. Para un conocimiento detallado de estos mecanismos de control
seremite a lector alabibliografia.

Como se ve, la concentracion de un metabolito microbiano es controlada por
una variedad de mecanismos. El conocimiento de la via metabdlicay su control
facilitala construccién del mutante deseado. Estos pueden tener distintas modi-
ficaciones: a) el mutante no reconoce la presenciadel inhibidor o represor; b) no
se produce producto final, que es el que controlala enzima clave de lavia meta-
bdlica; ¢) el producto final es eliminado de la célula debido a una modificacién en
|a permeabilidad de la membrana celular.

L os mutantes que no producen inhibidores o represores por producto final
pueden ser empleados para la produccion de intermediarios en caminos no rami-
ficados, o de intermediarios y productos finales en caminos ramificados.
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Al no producirse el producto final de laruta, el control de lamisma es elimi-
nado, pero como estos productos son esenciales para el crecimiento, los mismos
se deben incorporar al medio en concentraciones tales que permitan el desarrollo,
pero que no gjerzan el control normal por inhibicion o represién. En este caso los
mutantes son auxotroéficos para uno o mas productos finales. El aislamiento dé
estos mutantes puede resultar en la obtencidn de un cepa altamente productora,
si lamutacion ocurre en €l sitio correcto.

Laseleccién de auxotrofos se puede realizar empleando técnicas de enrique-
cimiento o mediante laidentificacion visual de mutantes. Por ejemplo, la separa-
€ion mecani ca de esporos auxotrofos y prototréficos de organismos filamentosos
ha sido alcanzada por €l método de "enriquecimiento por filtracion”. Se ha aplica-
do aAspergillus, Neurospora, etc.. El procedimiento implicalaincubacion de una
suspension de esporos mutada, en un medio liquido minimo; los protétrofos desa-
rrollan en tanto que los auxétrofos no. La suspension es luego filtrada através de
un filtro adecuado, obteniéndose un filtrado enriquecido en auxétrofos, debido a
gue los esporos germinados por su mayor tamario son retenidos en €l filtro.

Si bien los mutantes auxotroficos se utilizan para producir grandes cantida-
des de muchas sustancias de interés, |os mismos no son adecuados para la obten-
cion de productos que controlan independientemente su sintesis. Un caso tipico
es €l que figura a continuacion, donde se sintetiza un producto P.

Las letras mintsculas indican las enzimas que intervienen en el proceso.
En este caso si P es el producto requerido, no es apropiado tener un auxaétrofo.

La solucién es modificar el organismo de tal forma que la primer enzima (a)
no reconozca la presencia de niveles inhibidores de P. El aislamiento de tales
mutantes se puede alcanzar a partir de mutantes resistentes a metabolitos ana-
logos y/o de revertantes.

L os metabolitos andlogos (compuestos similares a otros en su estructura)
han ampliado el rango de inhibidores paralos cuales se obtienen mutantes resis-
tentes.

En el g emplo de lavia metabdlica anteriormente presentado si P* es un ang
logo toxico de P, un mutante puede ser aislado en presencia de P* si por ejemplo,
la primera enzima de la via no es suceptible alainhibicién por € andogo. Esta
enzimatambién podria ser resistente al efecto de control de P, por lo cual habria
una produccién no inhibida. Para el aislamiento de este tipo de mutantes se pue-
de emplear latécnica de gradiente en placa, en la cual existe unavariacién en la
concentracion del analogo en un sentido de la placa, presentando la misma, zo-
nas de escaso crecimiento por altos niveles del andlogo toxico desde donde es po-
sible aidlar los mutantes resistentes. Estos deberan ser posteriormente estudia-
dos en relacién ala produccion de P.

Otra posibilidad de megjorar los rendimientos de este tipo de productos es €l
empleo de revertantes. En este caso un mutante auxotréfico para P (no produce
laenzima"a") es sometido a una segunda mutacion con el objeto de obtener re-
vertantes que elaboran el producto final en mayores niveles (laenzima"a" produ-
cida no reconoce en control de P).
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Mutantes resistentes a analogos de aminoacidos han sido empleados en pro-
cesos de mejoramiento de cepas, para la obtencién de antibiéticos.

El mejor g emplo de mutantes modificados en la permeabilidad es el caso de
lafermentacion de acido glutdmico. Se ha aislado un mutante de Corynebacte-
rium glutamicum, cuya permeabilidad puede ser modificada por €l nivel de bioti-
na. O seala permeabilidad celular es controlada por la composicion del medio de
cultivo; de estaforma el organismo puede excretar glutamato (50 g1 **) con bajas
concentraciones de biotina (5 ug I"*). Esto sugiere la posibilidad de modificar ge-
néticamente la permeabilidad celular para incrementar la productividad.

M utantes productor es de enzimas de interésindustrial

Solamente se tendrén en cuenta las enzimas degradativas, cuya produccion
puede ser controlada por induccion, represion "feed back" y/o represion cataboli-
ca. Las técnicas de mutacion en este caso pretenden alterar |0os mecanismos de
control para obtener mutantes que puedan producir enzimas en ausenciade in-
ductor y aln en presencia de represores. Las mutaciones pueden tener lugar en
un gen regulador, eliminando la produccion de un represor activo, o si se produ-
cen en €l operador, se podria evitar launion del represor. Los mutantes que pro-
ducen enzimas inducibles en ausencia de inductor se denominan mutantes cons-
titutivos. Los mismos pueden ser aislados a partir de un cultivo continuo en el
cual el sustrato inductor esté en concentraciones limitantes, lo cual favorece el
desarrollo de los mutantes constitutivos sobre la poblacion inducible; empleando
inductores débiles o utilizando ciclos con y sin inductor, tratando de favorecer €l
enriquecimiento en la poblacién del mutante constitutivo, ya que al transferir a
un medio con inductor €l tipo inducible requiere un tiempo de induccién que no lo
requiere el constitutivo.

Para la seleccion de mutantes resistentes a la represion catabdlica pueden
aprovecharse |as posibilidades del sistema continuo empleando un medio de cul-
tivo con €l sustrato de laenzimay el represor catabélico. En estas condiciones €l
organismo capaz de emplear ambos sustratos tendria una ventaja competitivay
podria ser seleccionado a una determinada velocidad de dilucion.

M utantes con megjoresrendimientos de metabolitos secundarios

Metabolitos secundarios son sustancias no imprescindibles para las funcio-
nes vitales como por gjemplo alcaloides, toxinas, antibidticos, giberelinas, etc.

Larelacion entre metabolito primario y secundario presenta todavia numero-
sos interrogantes con relacion alos mecanismos que controlan la sintesis de estos
ultimos. Se deben hacer algunas consideraciones, ya que en ciertas fermentacio-
nes de antibidticos la velocidad de crecimiento regula la formacion de enzimas
biosintéticas. En €l caso de lagramicidina S (GS), las GS sintetasas se forman en
la Ultima parte de lafase de crecimiento exponencial. Las enzimas después de al-
canzar un pico en sus actividades especificas desaparecen répidamente al entrar
la poblacién en fase estacionaria. Los estudios de este producto en cultivo conti-
nuo permitieron establecer unarelacion inversa entre la velocidad especificade
crecimiento y la produccién de sintetasa. Si bien el mecanismo no es conocido, se
establecié que los picos de actividad especifica en funcién de u varian de acuerdo
alanaturaleza del sustrato limitante de crecimiento (C, N, Sy P).

Otro factor del proceso de control eslaregulacion "feed back" 1o que significa
gue la acumulacion de metabolitos secundarios (penicilina, cloranfenicol, ciclohe-
ximida, cte.) eslo que limita su propia sintesis. En el caso de caminos ramifica-
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dos como el de penicilina, laacumulacion intracelular de lisina disminuye su pro-
duccidn, efecto que se revierte por el agregado de a-aminoadipato.

Algunos tipos de regulacion "feed back” involucran afosfato inorganico, el
cual regulalaactividad de fosfatasas. En algunos casos la adicion del fosfato al
medio de cultivo limitado se asocia con un incremento de ATP con disminucion
de laformacién de antibidtico.

Como ya se dijo, laglucosay lafuente de nitrégeno (en especial amonio) si es
répidamente metabolizada ejerce represion catabdlica. Un gjemplo es la produc-
cién de cafalosporinas por Streptomyces clavuligerus, la cual es suprimida por
amonio.

Debido a que la produccion de estos metabolitos es af ectada por mecanismos
de control genéticamente determinados, |as mutaciones pueden tener efectosim-
portantes en el mejoramiento de cepas. Los programasiniciales en laindustria
de antibidticos inducian mutaciones sobre células o esporos mediante el empleo
de agentes fisicos y quimicos. Si uno repasa el caso tipico de la penicilinaen €l
cual las primeras cepas de Penicill um chrysogenum producian alrededor de 20
unidades ml *,(20 U ml™*), se observa que las técnicas de mutacion clésica han
permitido obtener mutantes adecuados para |a aplicacion posterior de técnicas
maés recientes como lafusion de protoplastos y las de clonaje de genes.

Se pueden emplear dos %
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0 esporos

técnicas de seleccion al
azar, de mutantes obteni-
dos después de un trata- 1
miento como seindicaen
laFig. 4.
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medios liquidos son en ge-
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El test en placas es més i
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Figura 4. Esquema de mejoramiento por mutacién y selec-

el m|smo una capa de_agar cién de cepas productoras de metabolitos de interés indus-
conteniendo el organismo trial.
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indicador, incubando luego la placa todala noche. De estaforma, las colonias de
los mutantes son mantenidas libres de contaminacién por el organismo sensible.
En este caso el tamafio de la zona de inhibicion es controlado por €l espesor de la
capa. Evidentemente, como se menciond anteriormente, €l programa de mejora-
miento debe incluir una mejora en el medio de produccion.

Se observa, en general, en un programa de mejoramiento, que los saltos en la
produccion a inicio del programa son importantes, pero después la seleccion de
mutantes superproductores se vuelve cada vez més dificil .

Con referencia alos estudios de "screening” en placas, un factor importante
esla composicion del medio solido paralograr que la cepa pueda expresar toda su
capacidad productora. En algunos casos las condiciones de limitaciones de nu
trientes, que favorecen el comienzo de la produccion de antibidticos en medio li-
quido no son alcanzadas en medio sdlido, sin embargo esto se puede corregir su-
primiendo la principal fuente de carbono y reduciendo, por ejemplo, el contenido
de agua de macerado de maiz, como en el caso de penicilina.

Es posible en base a la experiencia adquirida en el curso de los trabajos de
mutagénesi s-seleccion, establecer una correlacion entre |os caracteres fisiol 6gico
0 bioquimicos y la produccion del microorganismo. En este sentido pueden ave
ces intervenir en la seleccién en medios sélidos criterios morfol 6gicos, pigmenta-
cion de colonias, resistenciaal antibiético producido, etc.

3. Recombinacion genética

El mejoramiento de una cepaindustrial empleando técnicas de mutagénesis-
seleccién conduce ala creacion de lineas divergentes. Una estrategia mas |6gica
en tal programa de mejoramiento seria reagrupar las potencialidades de distin
tas variantes con el objeto de seleccionar lamejor combinacidn de genes respon-
sables de codificar la produccion de determinado metabolito.

A partir de 1977 con los trabajos de Hopwood se muestra que es posible lo-
grar la recombinacién genética, definiendo por tal a cualquier proceso que genere
nuevas combinaciones de genes los cuales estaban originalmente en individuos
diferentes.

Todos los procesos no mei6ticos en células vegetativas que llevan a recombi-
nacion son llamados parasexuales y aparecen tanto en organismos procariotes
COmO eucariotes.

Los virus pueden intercambiar material genético entre cepas heterogénicas
después de una infeccidn mixta en el mismo huésped. En bacterias el fendmeno
de recombinacion se observa en: 1) conjugacién, en donde la transferencia de ma-
terial genético seredizaatravés de pilis, teniendo algunas caracteristicas de un
proceso sexual; 2) transduccion, en el que latransferencia de ADN de una célula
aotra se realiza mediante una particula viral que actlia como vector; y 3) trans-
formacion, donde la recombinacion puede ocurrir después de lainsercién experi-
mental de un ADN aislado, a una bacteria receptora.

El intercambio de material genético entre diferentes especies puede también
ser alcanzado por fusion celular. El primer paso en este caso es la preparacion de
protoplastos, los cuales son células que han perdido su pared celular externay
son limitadas solamente por su membrana. Se l0s prepara sometiendo una sus-
pension celular ala accién de enzimas degradativas de la pared (lisozima) en un
medi o isotonico, paraminimizar laruptura por ef ectos osmaéticos. Los protoplas-
tos de los cultivos que se desea fusionar, son mezcladosy fusionados en presencia
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de un agente inductor (polietilenglicol 50%) y de dimetil sulféxido en algunos ca-
sos, luego de lo cual se los siembra rdpidamente en un medio completo para rege-
nerar las células. Laincubacion de protoplastos resulta en regeneracion de la pa-
red celular y reversion a una célula de morfologia normal, 1o cual es una propie-
dad critica, ya que después de la fusién se desea recuperar un organismo, el cual
pueda ser cultivado normalmente en pequefiay gran escala. Lafusion celular es
seguida por fusion nuclear. Latécnica de fusion celular se emplea en la obtencion
de hibridomas que son células que se obtienen por fusion de linfocitos con células
de mieloma (cancer de piel) de ratdn u otro animal. Cada célula de hibridoma
sintetiza una sola especie molecular de anticuerpo. El cultivo de este tipo de célu-
las produce anticuerpos monoclonales, los cual es tienen una enorme importancia
en reactivos de diagnostico, en la purificacion de moléculas por su alta afinidad
especificay como vectores de drogas u otros reactivos para combatir tumores.

Obtencion de nuevas cepas por ingenieria genética

Ladécada de 1970 marca el comienzo de la unién entre las técnicas bioqui-
micas paramanipular el ADN in vitro con las técnicas genéticas paratransferir
el ADN de una célulaa otra. La nueva metodologia resultante conocida con el
nombre de ingenieria genética ha revolucionado el campo especifico de la Biotec-
nologia. A través del procedimiento de clonado de ADN, genes de cualquier tipo
pueden ser tomados de su ambiente natural, analizados, alterados y reinsertados
en el mismo tipo de organismo o en otro diferente. Es asi que la produccién de
solventes, productos quimicos, hormonas, antigenos, enzimasy otras sustancias
de interés farmacol 6gico puede realizarse en grandes cantidades, a través del clo-
nado de genes especificos en organismos que pueden ser desarrollados en escala
industrial. Gran parte del éxito de una fermentacion, como incrementar el rendi-
miento de un producto, aumentar su velocidad de formacion, eliminar productos
indeseables o la inhibicién por un producto final, se puede alcanzar, al menos en
principio, mediante el empleo de técnicas genéticasy estrategias que involucran
metodologia de ADN recombinante in vitro. Esta metodologia ha contribuido ade-
mas al conocimiento de las funciones del ADN, alaorganizacion de los genes, a
laregulacién de laexpresiéon y ala estructura primaria de proteinas.

El aspecto principal del clonado es la propagacion de un fragmento determi-
nado de ADN en unalinea celular en crecimiento. Este fragmento, para poder
propagarse debe ser unido a una molécula transportadora o vector el cual si es
capaz de multiplicarse en el huésped.

El clonado de genes ha sido posible gracias a una serie de descubrimientos
fundamentales. En primer lugar |a puesta en evidencia de enzimas denominadas
endonucleasas de restriccion, las cuales reconocen y cortan €l ADN en sitios bien
definidos, generando fragmentos de distintos tamafios, determinados por la dis-
tancia que separa cada sitio de restriccion ubicado al azar sobre el genoma.

Existen distintos tipos de enzimas de restriccion. Las enzimas de restriccion
detipo I, catalizan laruptura de dobles hebras en sitios donde reconocen se-
cuencias de 4 o 6 bases de longitud. Se ha encontrado que |os sitios de reconoci-
miento se leen igual en ambas hebras de ADN. En algunos casos la ruptura del
ADN se produce en sitios opuestos de | as dos hebras rindiendo fragmentos romos
(Hae I11), mientras que en otras ocasiones |a ruptura se produce en forma de es-
calones, degjando extremos "cohesivos' (Eco RI) como seobservaenla Fig. 5. En
todos los casos la enzima hidroliza enlaces fosfo-diester en el lado 3' dejando ex-
tremoslibres 3' -OH y 5' -fosfatos. L os extremos romos resultantes de un corte
pueden transformarse en cohesivos afadiendo a los extremos 3', nucledtidos (poli
A aunoy poli T al otro) por accion de unatransferasa terminal.

25



Enzima Secuencia reconocida Resultado del corte

fco RI == GAATTC-~ -~ 6 +  JAATTC--
-- CTTAAG-- -- CTTAA G-~

Hind Il -~ AAGCTT-~ ~=A + AGCTT--
== TTCGAA-- -- TTCGA A

Hae Il -~ 6GCC-- i + [CC—
-~ CCG6-- - CC GG --

Hha | - GC6C-- —-gtg] o+ [T
-~ C6CG-- --C 6C6--

Figura 6. Secuenciasy cortes de enzimas de restricion.
A: Adenina. G: Guanina. T: Timina. C; Citosina.

Otro de los avances fundamental es en esta tecnol ogia fue el descubrimiento
de enzimas que pueden unir extremos libres de hebras de ADN. Asi moléculas
separadas de ADN de doble hebra pueden ser ligadas ya sea por la ADN ligasa
del bacteriéfago T4 si los extremos son romos, o por la accion de laligasa de E.
coli ode T4 s son cohesivos.

Vector es de clonado

Paralatransferenciay expresion de un ADN "extraio" en una célula hués-
ped, se requiere de un vector de expresion, el cual debe ser capaz de entrar y re-
plicarse dentro de ella. Un vector ideal deberia ser pequefio, de facil preparacion
y replicacion en la célula huésped, no generar productos téxicos para la misma,
poseer uno o mas marcadores (resistencia adrogas, etc.) parafacilitar una
rapiday positiva seleccion y contener al menos un sitio donde se pueda integrar
el ADN extrafno sin destruir una funcién esencial (replicacion).

L os plasmidos son muy empleados como vectores. Son moléculas de ADN cir-
cular extracromosomal que se replican independientemente. L os que poseen ge-
nes para resi stencia a antibi6ticos son de gran utilidad debido a que su adquisi-
cion por bacterias "competentes' esfacil de detectar. Uno de los més conocidos, el
pPBR322 posee sitios Unicos de restriccion y lleva genes para resistencia a ampici-
linay tetraciclina. Estos genes poseen sitios de restriccion paralainsercion de
fragmentos de ADN, resultando luego de esta insercion en una inactivacion del
gen. En este caso la bacteria que reciba este plasmido, adquiriralaresistencia
especificada por el otro gen intacto.

L os plasmidos que presentan un gran namero de copias por célula, son los
mas empleados como vectores, debido a que al amplificar muchas veces el nime-

ro de segmentos del ADN de interés, permiten incrementar los rendimientos del
producto del o los genes que transportan.

En una célulalainformacién genética esta presente en dos formas diferen-
tes, el ADN gendmicoy el &cido ribonucleico mensajero (ARNmM), que posee la
parte codante del gen sin el promotor. Estas dos formas pueden ser clonadas em-
pleando dos estrategias distintas. El primer caso es el mostrado en la Fig. 6, don-
de el conjunto de colonias resultantes de la transformacién representa la " biblio-
teca gendmica' o "genoteca’, de la cual habra que extraer los clones de interés.

En el segundo caso a partir del ARNmM se obtiene un ADN complementario
(ADNCc), como se observaen la Fig. 7 paraun ARN eucaridtico. Este ADNc se
puede insertar posteriormente en un plasmido u otro vector.
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En laformacion de una
genoteca parala expresion
de genes de un organismo
eucariotico, se debe tener en
cuenta que en este caso €l
ADN gendmico contiene se-
cuencias que estan ausentes
en el ARN correspondiente.
L os genes eucari6ticos estan
constituidos por secuencias o
regiones que no aparecen en
el ARNm, denominadas "in-
trones" o0 "secuencias intervi-
nientes' y por regiones pre-
sentes en e ARNm llamadas
"exones". El nimero y tama-
fio de los intrones variade
un gen aotro, pudiendo en-
contrarse genes que carecen
deellos. En el proceso de
transcripcion, se obtiene un
ARNmM primario (localizado
en el ndcleo) que contiene
tanto las secuencias de los
exones como de losintrones,
por éste sufre luego un pro-
ceso de "maduracion” o mo-
dificaciones post-transcrip-
cionales que involucran des-
de alteracion quimica de ba-
ses individuales (metilacio-
nes), adicionesal 5' ("ca-
ping") o 3' del transcripto
(poliadenilacion), hastala
forma més grande de proce-
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Figura 6. Esquema de clonado a partir de plasmidos.

samiento que involucrala
separacion de losintrones (“splicing”). Como consecuencia de estas modificacio-
nesy procesamiento se obtiene como producto un ARNm funcional que seratra-
ducido anivel ribosomal. Por lo tanto si se quiere obtener una proteina eucarioti-
ca en bacterias, esimprescindible obtener un ADNe al ARNm en cuestion, a par-
tir del cual sellevardacabo el donado.

El proceso de transformacion por plasmidos se caracteriza en general por ser
de bgja eficiencig; por lo tanto para incrementar la misma se deben tener en
cuenta una serie de factores: a) eleccion de una cepa huésped adecuada; en el ca-
so de E. coli existen varias recomendadas (la mayoria de las cepas K12, MC
1061, C600, DH 1, DH 5, IM 109, HB 101, etc); b) etapa de crecimiento, ya que
la frecuencia de transformacion es mayor cuando €l cultivo de E. coli estaen la
mitad tardia de la fase exponencial; c) procedimiento de transformacion emplea-
do. En general existe un modelo lo que implica la obtencién en un primer paso de
células "competentes’ mediante un tratamiento con una solucion de CaCl , (50
mM) en frio, luego de lo cual las células se ponen en contacto con la solucion del
plasmido purificado incubando en hielo de 10 a60 min. El porcentaje de células
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Figura 7. Obtencion de acido desoxiribonucleico complementa-
rio (ADNCc) a partir de &cido ribonucleico mensajero (ARNmM).

competentes en una poblacion tratada, oscila entre 0,01% y 10% de las células
viables. Lafrecuencia de la transformacion o eficiencia se puede determinar em-
pleando un ADN standard (como pBR322) y puede oscilar entre 1 x 10° a1 x 10®
unidades formadoras de colonias mg-1 de ADN.

Una aclaracion especial eslareferida ala calidad de las drogas a empl ear
(en general reactivos para biologia molecular) y los cuidados del operador para
no "contaminar" las soluciones.

Otros vectores del clonado incluyen alos faltos k, los cuales poseen un nime-
ro de ventajas que los hacen atractivos para el clonado. El cromosoma de este
bacteriofago es una molécula de ADN lineal de 49 Kb de longitud, en el cual cer
cadel 40% no es esencial para su propagacion. Fragmentos de ADN extrano de
hasta 24 Kb pueden ser propagados empleando este vector, ubicando estos frag-
mentos en laregion central del genoma, la cual contiene genes no esenciales. El
reemplazo de estos es fundamental debido a que sdlo genomas de 40-52 Kb pue-
den ser empaquetados dentro de las particulas del fago con alta eficiencia. Si solo
se ligan los dos extremos o brazos, |la molécula de ADN obtenida es muy pequeia
para ser empaquetada.

La molécula de ADN recombinante del fago puede ser introducida como tal
en la célula bacteriana (transfeccién) con una eficienciade 10™! clones recombi-
nantes ug-1 ADN o puede superar a10° clonesugal si serealiza por infeccion,
empaquetando previamente in vitro al DNA recombinante.

Si el objetivo es clonar grandes fragmentos de ADN pueden emplearse como
vectores |los cosmidos, que son elementos genéticos equival entes a plasmidos de
gran tamafno y encapsulados dentro de la cabeza de un fago para ser introducidos
en las células. En los coésmidos se pueden introducir fragmentos de hasta 45 Kb,
lo cual reduce el nUmero de clones a obtener para disponer de una genoteca re-
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presentativa. Como llevan el origen de replicacién de un plésmido, se replican co-
mo tal dentro de lacélula. Su desventaja es que por su gran tamafio,, su nimero
de copias (como pladsmido) en la célula es reducido.

Tamafo de la genoteca

Este es uno de los aspectos mas importantes y que consiste en determinar
aproximadamente cuantos clones es necesario disponer paratener una probabili-
dad p de contener una secuencia determinada de ADN. Se debe asumir una re-
presentacion de secuencias al azar, que cadainserto es de igual tamafio y que el
tamafio genémico del organismo sea conocido. Asi, si "a" es el tamafio del inserto
y "b" es el tamafio del genoma (en las mismas unidades), luego una genoteca de
N clones tendra una probabilidad p de contener determinada secuencia:

In(1-p)
In (1 - a/b)
Asi por eiemplo paraE. coli con un geomade 4.2x10° Kby si a= 20 Kb, s se

fija I\P = 0.99 (99% de probabilidad de contener determinada secuencia), el valor
de N serade 9.6 x 10 clones.

Identificacion de clonesdeinter és

Laidentificacion de los clones de interés entre cientos o miles de clones re-
presenta un problema que demanda tiempo y que depende de la sensibilidad y
especificidad del sistema de deteccion. Muchos métodos utilizan sondas radiacti-
vas de gran especificidad que contienen secuencias complementarias al ADN de
interés.

La identificacién puede hacerse obteniendo unaréplica de las colonias en un
filtro, las cuales son posteriormente lisadas, el ADN fijado al filtro, hibridizado
con lasonday detectado por autoradiografia.

En otros casos se puede utilizar un vector de expresién que posea un operon
dentro del cual seinsertaa ADN. Si se dispone de un plédsmido con un operén
lactosa (lac) inducible, se puede insertar en fase el fragmento de ADN dentro del
gen lac Z, obteniéndose asi una proteina de fusion de la B=galactosidasa. Sj la
proteina de interés a producir es toxica parala célula, esto se supera empleando
células que elaboren represores del operén lac. Cuando la concentracién celular
del cultivo es elevada, se induce la expresién con isopropil-B-D-tiogal actopirané-
sido (IPTG), detectandose la presencia de la proteina de interés por métodos in-
munol 6gicos. Finalmente para aumentar |a estabilidad de la proteina a producir,
alacual contribuye la estructura de la B-gal actosidasa, se usan huéspedes defi-
cientes en proteasas.

Per spectivas de laingenieria genética

Ademéas de E. colj como organismo huésped de genes extrafios, se han utili-
zado Bacillus subtilisy levaduras como Saccharomyces cereuisiae y Schizosac-
charomyces pombe, distintos Streptoinycesy Agrobacterium tuinefaciens. Final-
mente tambi én otras células como las vegetal es pueden ser empleadas paralain-
sercion de genes extrafios.

Desde el punto de vista tecnol 6gico se trata de favorecer la sintesis del pro-
ducto del gen clonado, incrementando el contenido de copias del gen en lacélula
En el caso de genes clonados en pldsmidos, esto se logra aumentando el nimero
de plasmidos, cuyo nimero de copias es regulado a través de funciones codifica-
das en su genoma; sin embargo esto tiene un limite. Numerosos estudios experi-
mental es de recombinantes de E. coli y S. cereuisiae han demostrado que la pre-
sencia de plasmidos reduce la velocidad de crecimiento de la célula huésped y
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concomitantemente la actividad de sintesis total de proteinas. Esto probablemen-
te ocurra debido a una competicion entre las actividades dirigidas por €l plasmi-
do y la célula huésped por precursores comunes, energia quimica, represoresy
activadores, enzimas, etc..

Esto se ha superado con el empleo de promotores regulablesy controles sobre
lareplicacion del plasmido, los cuales se manegjan através del medio de cultivo.

Se ha observado en muchos procesos que el producto del gen clonado en E.
coli exhibe un maximo con respecto a un valor de u. Esto implica que existe un u
Optimo para maximizar la produccion en sistema continuo, dependiendo de la
naturaleza del plasmido y la estabilidad del producto del gen.

Es evidente que el futuro es sumamente alentador. Como ya se menciono, la
combinacion de la ingenieria genética con eficientes procesos fermentativos en
gran escala, pueden suministrar un gran namero de productos de interés indus-
trial, los cuales pueden ser dificiles o imposibles de obtener a partir de sus fuen-
tes naturales. Asi es posible obtener hormona de crecimiento humano, inteferén,
interleukina humana, insulina, la expresion en plantas de genes bacterianos pa-
rael control de plagas, antigenos para nuevas y mas efectivas vacunas con me-
nor reactogenicidad, como es el caso en hepatitis B, aftosa, etc..

También las manipul aciones genéticas se han empleado en el mejoramiento
de la productividad en fermentaciones. Un g emplo es la produccién de treonina
por un mutante de E. colj resistente a andlogos, donde el operén entero de treoni-
na fue introducido en un plasmido, el cual se incorpora a organismo por trans-
formacion. Su nimero de copias fue de aproximadamente 20 y la actividad de las
enzimas del operén se increment6 de 40 a 50 veces. L a cepa obtenida produce 30
g!™ maésquelaoriginal.

Otro avance importante se logré mediante manipul aciones en Streptomyces,
las cual es han permitido mediante la introduccion de genes, la obtencion de nue-
vos antibidticos.

Un aspecto fundamental de latecnologia es la sel eccidn de cepas estables, de-
bido a que mutantes espontaneos que pueden aparecer tienen en general meno-
res rendimientos y mayores valores de velocidad decrecimiento, por lo cual en
fermentaciones largas ("batch" alimentado, continuo) podrian desplazar a la cepa
original.

Evidentemente las nuevas cepas obtenidas deberan ser estudiadas en su
comportamiento en gran escala, especialmente en lo relacionado con la estabili-
dad y niveles de produccioén.

Habiendo tratado ya |l os aspectos fundamental es referidos a los microorga-
nismos consideraremos en el préximo capitulo los correspondientes a los medios
empleados en las industrias de fermentacion.
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Capitulo 4

MEDIOS DE FERMENTACION

La preparacion de medios para el desarrollo de procesos de fermentacion es
una etapa fundamental para asegurar la productividad de los mismos.

Como ya se explicd, los componentes de |os medios constituyen los ef ectores
externos de naturaleza quimica que desempefian un rol esencial en los procesos
ya que deben cumplir con los requerimientos del crecimiento y de formacion de
productos y ademas suministrar energia parala sintesis de metabolitosy para el
mantenimiento celular.

No obstante que los microorganismos varian considerablemente respecto de
los nutrientes que pueden necesitar es posible efectuar la distincion de las si-
guientes categorias de componentes: a) Macronutrientes, agregados en cantida
des de gramos por litro que estan representados por lasfuentesde C, N, S, P, K 'y
Mg; b) Micronutrientes o elementos trazas representados por las sales de Fe, Mn,
Mo, Ca, Zny Co que se agregan alos medios en cantidades de miligramos o mi-
crogramos por litro; y ¢) Factores de crecimiento, que estan constituidos general -
mente por componentes organi cos suministrados en baja concentracion y que no
son sintetizados ni metabolizados por las células, sino incorporados a estructuras
celularesy de funcién metabdlica especifica, como vitaminas, algunos aminoaci-
dos, &cidos grasos no saturados, etc..

L os medios pueden clasificarse, considerdndo |la naturaleza quimica de los
componentes, en 1) medios sintéticos o medios quimicamente definidos, y 2) me-
dios complejos en cuya composicion intervienen sustancias de origen animal o ve
getal como peptonas, extracto de levadura, macerado de maiz, harina de soja, etc.
que aportan las sustancias fundamental es ya mencionadas, pero que son quimi-
camente indefinidas y de composicion variable.

En el estudio de los medios de cultivo es conveniente considerar en primer
lugar el disefio paratratar a continuacion laformulacion y optimizacién de los
mismos.

Di sefio

El disefio de un medio de fermentacién tiene como finalidad la eleccion de los
componentes necesarios paralograr el crecimiento y laformacion de productos
correspondientes al proceso adesarrollar. Con tal objeto se debe tener en cuenta
todos aquell os aspectos relacionados con el microorganismo, €l proceso y |os sus-
tratos a ser empleados como son 10s requerimientos nutricionales del microorga-
nismo y algunos especificos del proceso, la disponibilidad real de los componentes
y consideraciones sobre las materias primas. Otros aspectos que son también im-
portantes se refieren atodos |os procesos y operaciones previosy posteriores ala
etapa de fermentacion y a conocimiento de los mecanismos bioquimicos que re-
gulan laformacion de algunos productos, como es el caso de laimportancia del
anién P04, seglin ya se explicd. Trataremos especialmente de los tres primeros.

Requerimientos nutricionales
L os requerimientos nutricionales estan determinados por €l tipo de metabo-
lismo celular, ya sea autotréfico, que corresponde a los microorganismos que ob-
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tienen el carbono del CO2 como las algasy algunas bacterias, y los heterotréficos
gue necesitan compuestos organicos como fuente de carbono. Otro factor esencial
esta determinado por las condiciones del cultivo, si es aerobio o anaerobio. El 0,
es uno de los oxidantes mas comunes en el metabolismo energético. En la ausen-
ciadel 0, el NOs 0 S04 son utilizados como aceptores de el ectrones por algu-
nas bacterias. L as bacterias metanogénicas son auxoétrof os anaerobios que utili-
zan H, parareducir el CO, a CH, para obtener energia. Otras protistas obtienen
su energia, en condiciones anaerobias por reaccion de 6xido-reduccion realizadas
sobre compuestos organicos. L as fuentes de carbono cumplen también el rol de
ser fuente de energia.

Otro requerimiento nutricional esta constituido por las fuentes de nitrégeno
gue pueden ser de naturaleza inorganica u organica. El nitrégeno es utilizado pa-
ralabiosintesis de proteinas, acidos nucleicosy polimeros de la pared celular.
Parala sintesis de proteina se requieren en general L-aminoacidos, aungque tam-
bién son necesarios algunos aminoéacidos de la serie D como D-alaninay D-aspar-
tico para su incorporacion ala pared de la células. En algunos casos se requieren
también péptidos de histidina.

L os requerimientos de otros macronutrientes como el Py el S son suminis-
trados en formade POsH y SO (0 amino&cidos azufrados). El fésforo seincor-
poraen acidos nucleicos, y polimeros celulares. El S es asimilado paralasintesis
de aminoécidos azufrados, y ademas se necesita parala biotina, coenzima A, tia-
minay otros componentes.

Los requerimientos de K y Mg son también esenciales. Una parte importante
del primero estaunidaa RNA de manera que los requerimientos de K aumentan
con los factores que influyen en el aumento del RNA delas células, como lavelo
cidad de crecimiento. El i6n K actua como coenzimay probablemente actlia como
cation en la estructura aniénica de varios componentes celulares. El ién Mg es
esencial parala estabilidad de los ribosomas y actua como cofactor en numerosas
reacciones del metabolismo. Tanto el K como el Mg se incorporan alos medios en
forma de sales como fosfato y sulfato.

Con respecto a los micronutrientes se distinguen 2 categorias: @) Los que son
frecuentemente esenciales para el crecimiento como Ca, Mn, Fe, Co, Cu y Zny b)
los que son raramente esenciales como B, Na, Al, Si, Cl, V, Cr, Ni, As, Se, Mo,
Sn, el. En general |os requerimientos de trazas de elementos son conocidas cua-
litativamente. A veces es dificil demostrar un requerimiento de un micronutrien-
te porque generalmente esta presente en suficiente cantidad como impureza de
los componentes principales. L os requerimientos de éstos compuestos pueden au-
mentar varias veces cuando el cultivo ha estado sujeto a "strees’, como por gjem-
plo por aumento de temperatura por encima de un valor éptimo.

L os requerimientos de factores de crecimiento comprenden ciertos aminoéci-
dosy vitaminas del grupo B como tiamina, riboflavina, &cido pantotético, niaci-
na, etc., que representan para muchas bacterias y levaduras factores esenciales
en los medios sin los cuales no se produce crecimiento celular. La mayor parte de
las vitaminas son constituyentes de co-enzimas. Otros factores de crecimiento
son las purinas, poliaminas, putrescinas, cte..

En algunos procesos existe la necesidad de efectuar otros agregados, a parte
de los nutrientes requeridos por 10s microorganismosy que representan los re-
querimientos especificos del proceso considerado.

Un gemplo es el caso de los precursores que constituye la base de una molé-
cula que debe ser sintetizada por € microorganismo, como el acido fenil acético
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paralapenicilina. Otro ejemplo es el agregado de ciclo dextrinas en procesos de
produccion de Bordetella pertussis que puede actuar como complejante de inhibi-
dores de crecimiento celular. El agregado de cloruros o bromuros en el caso de al-
gunos antibidticos como cloro y bromotetraciclinas, tetraciclidas producidas por
el Streptomyces aureofaciens, responde también a requerimientos especificos pa-
rainhibir la sintesis de productos no deseados, como ocurre también con el agre-
gado de mananos y barbitdricos en la produccion de estreptomicinapor S. griseus.

El agregado de sulfato, en € proceso de fermentacion alcohdlica, que favorece
laformacion de glicerol, es otro ejemplo de un requerimiento especifico.

El disefio correcto tiene que ver con las caracteristicas bioquimicas propiasy
evolucion de los pardmetros de cada proceso. Por ejemplo, un proceso caracteriza-
do por un descenso continuo de pH, debido al uso de unasal de amonio como
fuente de nitrégeno, obliga a considerar en su disefio algiin agregado que no co-
rresponda a una exigencia nutricional, como es el caso del control de pH del mis-
mo. Este puede efectuarse por agregados al medio de agentes "buffer" como mez-
clas de fosfatos o de carbonato de calcio o como mas generalmente se hace, con
agregados periddicos de soluciones alcalinas que pueden efectuarse en forma mas
conveniente mediante un control automético de pH. El disefio de un medio espe-
cifico parala produccion de acido citrico debe considerar lainfluencia negativa
gue para el proceso tiene un exceso de hierro en su composicion; por lo tanto di-
cho medio debe disefiarse de maneratal que su preparacion (a partir de diversas
materias primas) considere una eliminacion total del hierro y posterior agregado
del mismo en cantidades controladas.

Disponibilidad de los componentes

Aparte de su presencia en el medio de cultivo, los nutrientes deben estar dis-
ponibles para ser usados por lacélula

Es importante mencionar la disponibilidad correspondiente aiones metdlicos
cuya concentracion es modificada por quelacion, ya que muchos constituyentes
del medio y productos del metabolismo actlian como agentes complejantes o pre
Cipitantes, por gjemplo aminoécidos, hidroxiacidos, hidroxidos, y los aniones
POsy CO;5”

Por lo tanto, con el objeto de controlar su concentracion y prevenir la precipi-
tacion de los iones metalicos, es necesario 0 esencial quelar el ion mediante algin
agente quelante agregado, como el EDTA (Acido Etilendiaminotetraacético).

En medios complejos de uso industrial la situacion es alin mas complicada ya
que existe una gran variedad de sustancias organicas, las cuales pueden quelar,
secuestrar o absorber iones metdlicos reduciendo la concentracion iénica disponi
ble. Entre dichos compuestos podemos citar: aminoécidos, proteinas, &cidos org&
nicos, polifenoles, polifosfatos y materiales coloidales.

En general se puede decir que todo material insoluble presente en el medio
de cultivo va a tener una determinada capacidad de unién a elementos metéalicos
disminuyendo su concentracion efectiva, como ocurre también con los aminoéci
dosy proteinas que tienen los grupos reactivos R-COO~, RHN™, RS’, RO, que
son los méas importantes. La dindmica de formacién del complejo esta determina-
da por la constante de equilibrio de formacion del complejo metal-ligando, y por
lavelocidad alacual el equilibrio es obtenido. La constante de equilibrio parala
formacion del complejo del i6n metdlico (M) con €l ligando (L) se expresade lasi-
guiente forma:
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(M] [L]

El valor de K es practicamente independiente de la naturaleza del ligando,
ya que depende particularmente del ion metdlico. Se puede hacer unalistade
términos de val ores decrecientes de la constante de equilibrio comao,sigue: Fe+3 >
Pb®+>Cu* > Ni* > Co°* > Zn* > Co”*" > Cd®* > Fe? >Mn?*>Mg~ > Ca’+>
Sr** > Ba® > Nat+ > K+ >y delacual se puede deducir, por gjemplo, que el ion
Cu’+ estara fundamental mente como complejo mientras que Ca?* Na+ y K+ esta-
ran en formade iones metélicos libres.

Por otro lado lavelocidad ala cual se alcanza el equilibrio tiene también una
serie de orden decreciente de velocidades de acuerdo al ion: Sr 2+ > Ca+ > Zn2+ >
Mn* > Fe*" = Co®™ > Mg™ > Ni%. De ambas consideraciones surge por ejemplo
que cuando se alcanza el equilibrio el ion Ca” estara casi siempre libre para ser
utilizado y si estéa complejado se hara rapidamente disponible, en cambio el Mg*
estara generalmente libre pero si esta complejado se hara disponible muy lenta-
mente. En la misma forma se puede deducir que el Co>" estara fundamentalmen-
te en forma complejada siendo disponible ademas a muy baja velocidad. Por esa
razén ese elemento es potencia mente limitante.

En conclusién, es importante tener en cuenta la natural eza de |os compues-
tos orgénicos que tienen capacidad para actuar como ligandos, y sobre todo €l ion
metélico considerado, ya que la concentracion libre de éste es lo que interesa.

donde las cargas del cation y ligando estan omitidas.

Materias primas fundamentales

L os componentes empleados en la industrias de fermentacion son general -
mente compl gjos, siendo importante considerar diferentes aspectos como el costo
de los mismos, la disponibilidad y la estabilidad en su composicion quimica. Si
tenemos en cuenta que el costo de los nutrientes representa entre al 10 y el 60%
del costo total de mucho productos obtenidos por fermentacién, se hace priorita-
rio disminuir el costo de los medios.

L as materias primas mas importantes corresponden a fuentes de carbono y
de nitrégeno.

Las fuentes de carbono pueden ser: 1) Hidratos de carbono como glucosa o
dextrosa, sacarosa, lactosa, almidon, dextrina; 2) Alcoholes como €l glicerol y ma-
nitol; y 3) Hidrocarburos como hexadecano, octadecano y otros. Son muy impor
tantes también por su disponibilidad y costo reducido otras materias primas que
contienen hidratos de carbono como granos, melazas, celulosas, suero de queso,
etc. También se pueden emplear otros subproductos o efluentes de industrias que
por su contenido en fuentes de carbono son interesantes para algunos procesos
como las vinazas de destileria, alpechin y residuos sulfiticos, que son sin embar-
go solamente (tiles para procesos de produccion de biomasa destinados al consu-
mo animal, ya que si bien contienen hidratos de carbono y otras fuentes de carbo-
no asimilables por los microorganismos, también contienen muchas impurezas
que impiden su utilizacién en otros procesos por las dificultades y costo elevado
gue presentan las operaciones de separacion y purificacion de los productos.

L as fuentes de nitrégeno de natural eza inorganica méas comunes son el amo-
niaco o las sales de amonio. L as organicas estan representadas por varios pro-
ductos, como ser: 1) Hidrolizados de proteinas (Peptonas) que son obtenidas por
hidrdlisis &cida o enzimatica de distintas fuentes proteicas como carne de dife-
rentes drganos y animales, pescado, caseina, gelatina, harina de soja, algodén, gi-
rasol, etc.. Mediante gjuste de la relacion enzima-sustrato y variando tiempo de
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hidrdlisis es posible variar €l tamario de la cadena de polipéptidos. Aparte de su
funcién como fuente nitrogenada, |as peptonas aportan algunas vitaminasy sa-
les inorganicas como fosfatos y suministran también algunos micronutrientes co-
mo Ca, Zn, Fey Cu. 2) Extracto de carne, que se obtiene por extraccion acuosay
concentracién posterior variando su tipo de acuerdo ala calidad de carne, tiempo
de extraccion y temperatura de la misma. 3) Extracto de levadura, que es dispo-
nible en forma de pasta o polvo, y puede ser obtenida mediante autdlisis o plas-
molisis de lalevadura, es bésicamente una mezcla de aminoécidos, péptidos, vi-
taminas solubles en H, 0 y carbohidratos. 4) Extracto de malta, que es el extracto
soluble en H,0 de lamalta de la cebaday 5) "Cornsteep”, €l agua de maceracion
de laindustria del maiz tiene muchaimportancia por su utilizacién como compo-
nente esencial de los medios parala produccion de varios antibi6ticos y enzimas.

Es muy importante también la correcta eleccion de una determinada fuente
cuando se presentan varias alternativas posibles. En este sentido deben conside-
rarse los costos, la disponibilidad y e problema de impurezas que puede acompa-
fiar alas distintas materias primas utilizadas.

For mul aci 6n
Laformulacion tiene que ver con los aspectos cuantitativos de los medios, es
decir debe establecer las concentraciones de cada componente a ser utilizadas.

Una primera aproximacion con respecto a las cantidades a utilizar de las di-
versas fuentes o da el conocimiento de la composicion de biomasa del microorga-
nismo a ser empleado. Una composicién elemental y tipicade labiomasaes (en
% de peso seco): Carbono, 46-48; Nitrégeno, 7-12; Fésforo, 1-3; Azufre, 0.5-1.0;
Mg, 0.5-1%. Es decir, que si queremos formular un medio para producir una de-
terminada cantidad de biomasa debemos promveer las distintas fuentes que ase-
guren como minimo |as cantidades de elementos que deben ser suministrados. La
composicion de un medio minimo basado en este principio, que ademastiene en
cuenta los requerimientos de las fuentes de energia, figura el latabla 3, que ha
sido calculada por Pirt parala produccion de Klebsiella aerogenes en concentra-

cionde10glt.

Tabla 3. Composicion de un medio minimo para Klebsiella aerogens (Adaptado
de Pirt)

Componente Elemento provisto o funcién Masa del Componente (g)
Glucosa C, Energia 22.7
NH,4C] N 4.37
KH,PO, P+K 1.13
MgS04.7H,0 S+ Mg 0.232
CaCl,.2H, 0 Ca 0.011
FeS04.7H,0 Fe 0.007
MnSO,4.4H,0 Mn 0.002
ZnS04.7TH,0 Zn 0.002
CuS0,4.5H,0 Cu 0.0004
CoCly.6H,0 Co 0.0004
EDTA, Sal disédica dihidrato ~ Agente quelante 0.394
H50 (destilada) 1,000 ml
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Por el conocimiento de la estequiometria de crecimiento y de formacion del
producto, es posible formular adecuadamente un medio. Aunque este tema se
tratara en el capitulo 5 es conveniente adelantar aqui algunos aspectos necesa-
rios. En general podemos escribir para cualquier proceso de fermentacion:

Fuente de C + fuentede N + 0, + minerales + nutrientes especificos .
biomasa + productos + CO, + H20.

Supongamos que queremos formular un medio parala produccion de bioma-
sa de levadura de panificacion. En este caso se puede establecer la siguiente
ecuacion basada en la estequiometria:

0585C12H22 019 + 32050, +0.61NH3 (.. He1102.05Nog, + 330 CO, +
(Sacarosa) Biomesa) 4 59 1,0 + 387 Kcal.

L a ecuacion anterior representa asi laformacion de 100 g de biomasa a par-
tir de 200 g de sacarosa. Debe aclararse que en la"férmula' de lalevadura que
representa lo composicién centesimal de la misma faltan los elementos menores
como el P, el Sy el Mg por lo cual lasumano da 100 g sino 90.46. Mé&s adelante
veremos gue es conveniente utilizar en lugar de laférmula centesimal la corres-
pondiente alaférmula minima que resulta de dividir €l porcentaje de cada ele-
mento po 3.72, 0 sea haciendo uno al carbono. La ecuacion mencionada fue esta-
blecida por Harrison y se ha comprobado que responde muy satisfactoriamente
en la practica. En este caso se considera que toda la fuente de carbono se emplea
paralaformacion de biomasay de CO, que se desprende sin formacion de otros
productos.

En la misma forma se pueden establecer balances de materia para otras re-
acciones que incluyan productos y deducir de las mismas la cantidades de bioma-
say productos que se pueden obtener a partir de una determinada cantidad de
fuentes de carbono y de nitrégeno. L as otras fuentes de elementos menoresy fac-
tores no son necesarios de incluir en las ecuaciones.

Aplicando este criterio podemos establecer entonces que para obtener una
determinada concentracion de biomasa, por ejemplo 30 gl -*, debemos formular €l
medio como minimo con 60 gl * de fuentes de carbono asimilable, queesen el ca
so anterior la sacarosa. Con respecto a las fuentes de nitrogeno, ésta debe estar
en concentracion tal como para satisfacer la ecuacion anterior, que es 0.61 moles
de NH; 0 sea 10.37 g de amoniaco, lo que representa 8.54 g de N ,. Yatenemos
por lo tanto la cantidad de la otra fuente fundamental a ser agregada. Del conoci-
miento de la composicion centesimal de otros componentes menores podemos es-
tablecer asi las cantidades a agregar.

Ahora bien, sabemos por otra parte que lalevadura necesita para crecer al-
gunas vitaminas del grupo B como la biotina, tiamina, acido pantoténico, etc.
Esas vitaminas deben estar por |o tanto presentes en el medio. Como el proceso
de produccién de levadura es un proceso industrial que interesa desarrollar con
costos de produccién minimos, es conveniente estudiar las fuentes de carbono, ni-
trégeno y de vitaminas y minerales mas econdémicosy disponibles que podamos
encontrar. Surge asi la eleccion légica de las melazas de cafia de azlcar o dere-
molacha que reunen la mayor parte de las condiciones. Del conocimiento del efec-
to Crabtree ya comentado y para evitar laformacién de alcohol y maximizar la
produccién de biomasa surge la necesidad de implementar una alimentacion pro-
gramada empleando melaza como sustrato limitante, de lo cual resultala elec-
cion de un sistemade "batch" alimentado parala produccion. Mayores detalles
de este proceso se darén en el capitulo 8 relacionado con produccién de levadura.
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Mediante el conocimiento de los coeficientes de rendimiento paralaforma-
cion de biomasay producto y los valores de la energia de mantenimiento (aspec-
tosatratar en el capitulo 5) sera posible establecer también los requerimientos
de las fuentes de carbono necesarios para formular un medio.

Optimizacion

Pueden ocurrir situaciones en las cual es sea imperativo la optimizacién de
los medios de cultivo. Entre ellas podemos mencionar las siguientes: 1) No exis-
tencia de informacién respecto a coeficientes de rendimiento de macro y micro
elementos para el cultivo del microorganismo determinado. 2) Existenciade limi-
taciones nutricional es ocultas, especial mente de microelementos y factores de
crecimiento. 3) Uso de medios de cultivo conteniendo elementos en exceso respec-
to de los requerimientos nutricionales del microorganismo en cuestion, que pue-
den causar inhibicion del crecimiento. 4) Ensayo de sustancias estimulantes, ac-
tivadoras e inhibidoras del crecimiento y formacion del producto. 5) Empleo de
fuentes nutricionales no convencionales.

La metodologia més elemental consiste en realizar experimentos, en los cua-
les se varia la concentracion del componente a ensayar manteniéndose constante
las concentraciones de |os demas ingredientes. Para organismos aerobios gene
ralmente se utiliza como sistema de cultivo erlenmeyers agitados. En este caso,
se andliza €l efecto de lavariable escogida sobre lavelocidad de crecimientoy la
concentracién de biomasa obtenida.

Si bien el procedimiento anterior es simple, es evidente que hace falta una
gran cantidad de trabajo preliminar ya que el operador no conoce de antemano
gue nutriente es el limitante del crecimiento. Cuando son varios los posibles nu
trientes limitantes el método resulta poco préctico. Por otra parte puede ocurrir
gue larespuesta obtenida al variar la concentracién de un componente deperida
de los niveles de los otros, 0 sea, se produz-
cainteraccion entre componentes. Se puede
mejorar mucho la optimizacion en batch
empleando técnicas estadisticas o utilizando
sistemas continuos con pul sos de componen-
tes. Utilizando cultivos continuos (tema que
severden el capitulo 6) es posible obtener
un cultivo limitado por un solo factor o sus-
trato alo largo de todo el experimento, pu-
diéndose conocer por lo tanto el efecto que
su variacion ejerce sobre el cultivo a man-
tenerse los deméas componentes constantes.
Enla fig. 8 se muestrala optimizacién de i
un medio lograda por €l método de los pul-
sos trabajando con un cultivo continuoy en  Figura8. Optimizacion de medios de
el cual se gréficalavariacion de la concen- IgrnigegtacNI&?i'e%teNlti]mi?gﬁ?en%“l\rm -
tracion de biomasa en funcion del tiempo  yienteimitante a mayor concentra-
después del pulso de un componente dado. cién. 4. Nutriente toxico.

In X

Esterilizacion
Es conveniente, al tratar este tema, dar una definicién claradel términoy de
otros relacionados, ya que a veces suelen producirse confusiones.

Esterilizacion significa la eliminacién de toda forma de vida de un medio o
material, lo que se lleva a cabo generalmente por medios fisicos, por jemplo, fil-
tracion, o por muerte de los organismos por calor, productos quimicos u otra via.
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Esta definicién excluye por lo tanto cualquier técnica que resulte solamente
en un dafio alos microorganismos o atenuacion de la actividad de cualquier tipo.

La palabra desinfeccién se aplica alaremocion o destruccién por cualquier
via de organismos vivos que pueden causar dafio particular o infeccion. No signi-
fica por lo tanto la destruccion de todos |os microorganismos, sino solamente de
aguellos que pueden producir un resultado no deseado.

Un antiséptico es un desinfectante, 0 sea un agente quimico usado para des-
truir microorganismos dafiinos. Se utiliza en general para agentes a ser aplica-
dos en animales 0 humanos.

Asepsia eslaexclusion continuada de microorganismos contaminantes. Asi
por ejemplo el cultivo de microorganismos en el laboratorio es llevado a cabo
asépticamente como en muchas fermentaciones industriales. El medio de cultivo
es esterilizado para remover todaforma de viday luego inoculado con el cultivo
requerido. Se dice entonces que €l sistema se mantiene en condiciones asépticas.

Pasteurizacion es el término aplicado al proceso que se utiliza parala des-
truccion de algunos de |os microorgani smos posiblemente presentes en materia-
les sensibles al calor como lalechey cerveza. Consiste en calentar laleche, por
gjemplo a 62 °C, mantenerla a esta temperatura 30 minutos y después enfriarla
lo mas rapidamente posible. Esta técnica no es de ninguna manera un procedi-
miento de esterilizacion. Es solamente un método para destruir organismos pato-
genosy al mismo tiempo disminuir €l nivel de aquellos organismos que mas pue-
den deteriorar laleche.

Larazodn fundamental para efectuar la esterilizacion en Microbiologia Indus-
trial es para evitar la competicién por los nutrientes en medios de cultivo y per-
mitir asi que el cultivo de microorganismos especificos que se utilizan en un pro
ceso de fermentacion de |os rendimientos esperados en biomasa y/o metabolitos
especificos.

Métodos de esterilizacion

L os métodos de esterilizacion pueden ser de 3 tipos:. a) por destruccion total
de microorganismos; b) Por muerte o inactivacion; y ¢) Por eliminacién con medio
fisicos.

Por destruccién total se entiende un proceso muy violento, que casi siempre
implica calentamiento apreciable del material, como ocurre con la aplicacion de
unallama, que eslo que hacemos en el laboratorio cuando flameamos un ansa de
platino olas bocas de tubo de ensayo o erlenmeyers. Otra manera de destruir
contaminantes es con el uso de poderosos agentes oxidantes. Por supuesto ésta
metodol ogia, aunque es efectiva, esta muy restringida en su empleo.

Lamuerte o inactivacion significala eliminacién de microorganismos sin que
exista necesariamente desintegracion de las células. Se puede efectuar por calen-
tamiento, seco o himedo, por radiaciones o por agentes quimicos. El calor hime
do, generamente en forma de vapor bajo presion, es muy Util y de gran valor en
la esterilizacion en el laboratorio, que se efectlia en autoclave, o en laindustria
cuando se esterilizan los medios de cultivo y los equipos de fermentacion. En el
caso de los autoclaves, se pueden alcanzar presiones de 1 a 3 atmosferas. En es-
cala grande el equipo de produccion es esterilizado con vapor saturado bajo pre-
sién, y la presion requerida debe ser alcanzada en todas las partes del equipoy €l
aire debe ser purgado totalmente del sistema (como ocurre también en el caso de
los autoclaves) porque latransferencia de calor disminuye mucho en ese caso.
Después de la esterilizacidn se mantienen |as condiciones asépticas, haciendo pa-
sar vapor por lasvavulasy sellos.
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Laeliminacion fisica esta restringida a la esterilizacion de gases liquidos, y
es fundamentalmente llevada a cabo por filtracién mediante filtros absolutos o
filtros fibrosos.

L osfiltros absolutos son de materiales ceramicos, de vidrio o de metal sinte-
rizado con poros tan pequefios que la penetracién de los microorganismos no es
posible.

Losfiltros fibrosos no son absolutosy el material filtrante puede ser lana de
vidrio, amianto y esteres de celulosa, siendo las fibras de un didametro variable de
0.5 a 15 micrones.

Cinéticadela esterilizacion por calor

Lacinéticade la esterilizacién por calor hUmedo, que es la Unica que conside-
raremos en ésta monografia por su aplicacién ala esterilizacién de medios de fer-
mentacion, esti caracterizada bastante aproximadamente por unareaccion ciné-
tica de primer orden.

Si N, es el nimero de organismos viables presentes inicialmentey N es nu-
mero viable a final tendremos que la ecuacion de velocidad de muerte seré&:

_ dg =kN (1) eintegrando entreloslimites

N, atiempo=0y N a tiempot =t, se obtiene

mNo gt 6 m Nk (@
N No

N/N, eslafraccion de organismos viables que sobreviven después del trata-
miento por calor durante el tiempo t y K = constante de velocidad de destruccién,
gue depende de la temperatura segiin la clasica ecuacion de Arrhenius:

_E E
k=A.e BT 6 lnk=1nA- —_ (3)
RT

donde A = constante
E = energiade activacion
R = Constante general de los gases
T = Temperatura en grados Kelvin

Si segraficael Ink en funcion de 1T se obtendré unalinearecta, siendo la
inclinacién igual a-E/R y lainterseccion de larecta con laordenada, el valor de
la constante de Arrtherius.

La ecuacion de velocidad de muerte necesita una aclaracion, ya que la misma
no admite una disminucion del nimero de organismos a cero, porque si N es cero,
t deberia ser infinito. Para resolver este problema supongamosque N = 0.1y ca
culemos el valor correspondiente de t. No podemos decir que después de ese tiem-
po sobrevivira una décima parte de un microorganismo, pero si podemos decir
gue habra sélo una probabilidad de 1 en 10 de que sobreviva un microorganismo.
Y averemos que por razones de seguridad podemos fijar el valor de N = 0.001 o
sea fijar una probabilidad de 1 en 1000 de sobrevivencia.
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Figura 9. Variacién de la temperatu-
ra en funcién del tiempo en un proce-

so de esterilizacién en batch.

Lafigura9 muestra una curvatipica
de la esterilizacion en "batch" de un medio
en un fermentador. La curva AB represen
ta la etapa de calentamiento, la parte BC
corresponde ala etapa de mantenimiento y
CD eslaetapa de enfriamiento. Durante la
primeray Ultima etapa ocurre parte de la
destruccién térmica de organi smos presen-
tes en el medio debido a que se alcanza
temperatura elevada sobre todo en la Ulti-
ma parte de lacurvaAB y la primera parte
delacurvaCD. Se considera que latempe-
ratura a partir de la cual se produce des-
truccion de esporos es 100 °C. Por lo tanto
tendremos eliminacion de esporos de 100 a
120 °C durante la etapa de calentamiento y
de 120 a 100 °C durante la correspondiente

al enfriamiento. L os tiempos de calentamiento y enfriamiento varian de acuerdo
al volumen del equipo. En fermentadores industriales de 60.000 1 por gemplo
esos tiempos estan en el orden de 28-30 min. y 11-14 min. paralos periodos de
calentamiento y enfriamiento respectivamente.

En la practica de la esterilizacién es necesario tener presente que la calidad

nutriente del medio debe ser preservada todo lo posible, razon por lacual, esim-
prescindible disefiar un ciclo de esterilizacion lo més efectivo posible pero a mis-

mo tiempo lo més corto posible.

Podremos definir un término nabla (V) que representala magnitud de ladis-
minucion del nimero de organismos viables de manera que;

No

V=1n ( ) = kt
Y por tanto

_E
V = Ate RT

Sin embargo, como ya dijimos, parte de la destruccién ocurre en la etapa de
calentamiento y otra parte en la de enfriamiento , de maneratal que:

Vtotal = Vcal + Vmant,'

+ Venfriam.

Las partes Vg ¥ Ventriam, SON Obtenidas a temperatura variable de manera
tal que es necesario integrar la ecuacion:

E
kdt=A. [ RT dt

para €l periodo de calentamiento y de enfriamiento con €l fin de calcular la canti-
dad de esporos que se eliminan durante ambos periodos. Conaciendo €l valor ini-
cial de esporos presentes en el volumen de medio considerado es posible calcular
el tiempo de mantenimiento a 120 °C para la esterilizacion completa del mismo.
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Existen datos, en bibliografia, de calculo de tiempo de mantenimiento parala es-
terilizacién de 45,000 1 de medio (con un valor de N, =2 x 10" esp/ml) que de-
muestra que son necesarios solamente 8.8 min como tiempo de mantenimiento a
120 °C.

Debe tenerse en cuenta que estas consideraciones son validas para el cdculo
del tiempo de esterilizacion minimo, a 120 °C, en fermentadores industriales del
volumen considerado. En el caso del laboratorio cuando utilizamos un autoclave
y deseamos esterilizar distintos recipientes con volimenes diversos de medio, el
tiempo de calentamiento y de enfriamiento no son generalmente considerados,
salvo en el caso de equipos que tengan un periodo de calentamiento y de enfria-
miento prolongado, |os que por otra parte no son recomendados para su uso en €l
laboratorio. Lo que es importante en este caso es €l tipo de recipiente, su geome-
triay el volumen de medio a esterilizar.

El tiempo de esterilizacién (o sea el tiempo de mantenimiento a 120 °C) re-
querido por ejemplo para tubos de ensayo de 18 x 50 mm es de 12-14 min y para
tubos de 38 x 200 mm, de 15-20 min. Erlenmeyers de 2000 ml requieren de 30-35
min mientras que si son de 125 ml el tiempo es de 12-14 min. En cambio un fras-
co pyrex cuadrado de 1000 ml requiere 30-35 min y una botella de suero de 9000

ml 50-55 min. Estos tiempos aseguran |a eliminacion de esporos bacterianos de
|as especies mas resistentes.

Conservacion dela calidad nutriente

Como ya dijimos anteriormente, los medios de fermentacion utilizados en la
industria son casi siempre complejosy a menudo con solidos en suspension, de
maneratal que los cambios que se producen durante la esterilizacion pueden ser
importantes. A veces puede haber modificaciones beneficiosas o perjudiciales de-
pendiendo del tiempo de esterilizacion.

Existen casos en los cuales si se prolonga la esterilizacion 50 a 60 min se pro-
ducen pérdidas de rendimiento que llegan hasta el 65% con respecto al medio
normal. En ciertos casos cuando el tiempo es solamente de 15-20 min se puede
producir un efecto beneficioso.

Lanaturaleza de las interacciones que tienen lugar entre los componentes de
un medio, durante la esterilizacion por calor, dependera no solamente de la natu-
raleza de los componentes sino también de latemperatura, duracién del calenta
miento, pH del medio, y de la agitacién. Un gjemplo tipico de interaccion eslare-
accion de Maillard que tiene lugar entre los grupos carbonilos de los azlicares con
los grupos amino de proteinas, aminoacidos, etc. Se forman asi productos de con-
densacion con lo cual seinactivan significativas cantidades de carbohidratos y ni-
trégeno aminico. Por ese motivo es necesario que los carbohidratos se esterilicen
por separado de |os compuestos nitrogenados orgénicos.

Lassalesde NH," se deben autoclavar a pH 7 0 menor, si no el amonio se vo-
latiliza. En medios quimicamente definidos se puede observar pérdidaimportan-
te de magnesio, potasio, amonio, sodio y fosfatos por precipitacion de sales poco
solubles como MgNH ,PO,, MgKPO, y MgNaP0,. Esimportante por lo tanto au-
toclavar las sales de calcio y magnesio aparte de los fosfatos.

L os aminoacidos y factores de crecimiento son muy labiles al calor. Entre los
aminoéacidos, el triptofano, glutamina, asparagina, y entre las vitaminas hidroso-
lubles, latiamina, riboflavinay piridoxina son las mas susceptibles de sufrir des
composicién. En todos estos casos es aconsej able disolverlas separadamente en
pequefios volumenes de H,O y luego esterilizarlas por filtracién.

41



Como ya dijimos es fundamental, ade-
mas de esterilizar correctamente los me-
B dios, conservar al maximo la calidad nu-
triente de los mismos. En la mismaforma
que lainactivacién de microorganismos
puede ser considerada una reaccion cinéti-
~ cade primer orden, también la destruccion
de algunos compuestos sensibles al calor
A puede ser tratada en la misma forma

Laenergia de activacion de tales reac-
ciones esta generalmente en el rango de
10,000-30,000 cal.mol™* mientras que la co-

1 rrespondiente a la destruccion térmica de

T esporos es superior (65,000-85,000 cal.
Figura 10. Relacién entre k y la in- MOl ). Unarepresentacion gréfica daria
versa de la temperatura para reaccio- unalinearecta para ambos casos con valo-
nes de baja y alta energfa de activa- res distintos de pendientes seglin se apre-
cién. ciaenlaFig. 10.

Lafigura muestra que a medida que la temperatura aumenta, el valor de k
paralareaccion con baja E (curva A) aumenta mas lentamente que en €l otro ca-
so. Esto significa que un aumento de la temperatura acelera la destruccion de es-
poros mas gue la degradacién de nutrientes. Recordando |a ecuacién anterior:

N

o]

In

kt = In

vemos que el tiempo requerido para la destruccion de esporos decrece en propor-
cién al aumento de k. Por lo tanto si se emplea atatemperatura parala esterili-
Zacion se requiere un tiempo menor, por lo cual se concluye que la esterilizacién
Ilamada de alta temperatura-corto tiempo favorece la conservacion de la calidad
nutriente al mismo tiempo que produce la destruccion efectiva de | os esporos.

Es necesario aclarar que el uso de alta temperatura con tiempos cortos en es-
cala grande implica necesariamente el empleo de un sistema de calentamiento y
enfriamiento continuo en lugar de proceso de esterilizacion en batch.

En los préximos tres capitul os trataremos | os aspectos basi cos correspon-
dientes a estequiometria, cinética de crecimiento y formacion de productos, siste-
mas de cultivo y aspectos generales de biorreactores.

L ecturas recomendadas:

1. Principles of Microbe and Cell Cultivation. S.J. Pirt. Blackwel | Scientific Publications,
1975.

2. Introduction to Industrial Sterilization. J.W. Richards. Academi c Press, 1968.
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Capitulo 5

CRECIMIENTO MICROBIANO

Cuando se siembran microorganismos en un medio de cultivo apropiado, los
mismos comienzan a dividirse activamente empleando |os nutrientes que le apor-
tael medio de cultivo para"fabricar" nuevos microorganismos. Este proceso con
tintia hasta que algun nutriente del medio de cultivo se agota (sustrato limitan-
te) y el crecimiento se detiene. También puede detenerse el crecimiento por acu-
mulacion de alguna substancia inhibidora formada por 10os mismos microorganis-
mMos, pero supdngase por ahora que éste no es el caso y que la primera alternati-
vaeslavaida. Luego hay dos aspectos claramente diferenciables que hacen al
crecimiento microbiano: uno estequiométrico, por el cual la concentracion final de
microorgani smos obtenidos dependera de la concentracion y composicion del me-
dio de cultivo, y €l otro cinético, el que diracon qué velocidad se llevaa cabo e
proceso.

Estequiometria del crecimiento microbiano

Laaplicacién de la estequiometria requiere conocer los rendimientos. Estos
se definen como larelacién entre el producto obtenido y el sustrato consumido
(usualmente la fuente de carbono y energia). Por ejemplo el rendimiento celular
se define como:

Vo = - = )

X'y Srepresentan la concentracion de biomasay sustrato respectivamente.
En lapréctica, parael cdlculodel Y, se emplealaexpresion:

AX
Yos = — —— 2
AS
~ Enél capitulo 4 se vio que para obtener 30 gl * de levadura para panifica-
cion, seconsumian 60 gl de fuente carbonada, luego e rendimiento sera

Yy = 0.50.

Si ademas de microorganismos se forma algiin producto en particular, el ren-
dimiento en producto estara dado por:

Vo = - 2 ©
ds

Antes de avanzar en el tema, convendra hacer algunas consideraciones sobre
la composicion elemental de los microorganismos con respecto alos elementos
mayoritarios (C, N, H, O) yaque lamisma sera el punto de partida para realizar
los célculos estequiométricos. Ademés, y antes de aplicar |os balances estequio-
métricos deberemos responder a esta pregunta: ¢qué peso de células (o biomasa)
corresponde a"un mol"?.
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Se ha encontrado que la composicion elemental de un microorganismo dado
durante un cultivo no se modifica mayormentey, lo que es més, las composicio-
nes elemental es de distintos tipos de microorganismos (bacterias y hongos) son
semejantes. De este modo se puede definir un "microorganismo promedio” como
aquél cuya composicién es (% p/p): C =46.5; H = 6.49; 0=31.0; N = 10.85, sien-
do el contenido de sales aproximadamente 5%. Es importante recalcar que si bien
la composicion elemental de la biomasa se mantiene constante durante el cultivo,
no ocurre o mismo con la composicion macromolecular, esto es: proteinas, &cidos
nucleicos, cte., lacual puede variar sensiblemente.

Teniendo en cuenta la composicidn media anterior, es posible escribir 1a"for-
mulaminima" de un microorganismo promedio como: CH, +o00.sNo.2 (en laque
esta representado el 95% p/p de la biomasa) y con fines netamente practicos defi
nir "un C-mol de biomasa' como la cantidad de biomasa que contiene un atomo
gramo de Carbono.

Luego:

1 C-mol de biomasa = 12+ 179+16x0.5+14x0.2

=958
0.95 g

Por tanto una concentracion de X en gl ™" de biomasa es equivalentea X / 25.8
C-mol de biomasal-*, o bien X, / 12 C-mol de biomasal*. Donde ox eslafrac-
¢ion de Carbono de la biomasa (0.465 para el "microorganismo promedio"). Esta
ultima forma de calcular los C-moles de biomasa es ventajosa ya que solo requie-
re conocer 0X; un dato que se puede obtener facilmente de la bibliografia. En caso
de no existir datos disponibles, se puede suponer ox = 0.465 sin temor a cometer
€rrores groseros.

De forma andloga a la anterior se definen 1 C-mol de fuente de Carbono y
energia, y también 1 C-mol de producto. Por ejemplo paralaglucosa(C H,,06) 1
C-mol de glucosa estara representado por CH,0 y pesara 30 g, mientras que 1
C-mol de etanol (C,Hg0) estara representado por CH ;0,5 y pesara 23 g. En ge-
neral para un compuesto de laformaC, H; Oy Nm ,1 C-mol estara representado
por Cc Hl/n Oq/n NrrVn-

En base alo anterior, el crecimiento puede representarse mediante la si-
guiente "reaccion quimica’, en la que supondremos que el NH ; (o alguna sal de
amonio) es lafuente de nitrogeno:

Fuente de Biomasa Producto
C y energia

CHg1 Osp + QNHy +bOg — yyy C Hyg Opg Nps + ypss CH,; Opa N3
+ Yeogs CO2 + WH0 + g (calor)

Debe notarse que en esta ecuacion todos los coeficientes estequiométricos es-
tan referidos a 1 C-mol de fuente de Carbono y energia (fuente Cy E).

El valor dey, . representalos C-moles de biomasa formada por cada C-mol
defuente de Cy E consumida., €l deblosmolesde 0, consumido por cada C-mol
defuentede Cy E consumida, etc.

Yasehavistoque Y, eY s son losrendimientos en biomasay en producto
respectivamente. Son parametros de importancia fundamental dentro de lami-
crobiologiaindustrial, pues dan una medida de la eficiencia del proceso de pro-
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duccion. De este modo en un proceso destinado ala produccion de biomasa, el ob-
jetivo seramaximizar Y,y minimizar Y . .Si lo que interesa es el producto, se
tendrd el caso inverso. Losvaloresdey,, e yprs Secaculan apartir de Yss e Y ps
mediante |las expresiones:

Vs = Vs —= @
os

Ypis = Yp/s op (5
[o13]

Antes de efectuar |os balances de materiay energia, introduciremos un nue-
VO concepto que nos permitira simplificar los célculos: € grado dereduccion” a
que denotaremos con laletray.

Un par de gjemplos serviran para aclarar el significado dey. En latabla 4
pueden observarse los valores de y paralaoxidacion de 1 C-mol de distintos com-
puestos organicos a CO, y H,O, como asf también el calor de reaccion.

Tabla 4. Entalpfa de combustién referida a 1 C-mol en condiciones estandard y a PH=17
(Adaptado de J.A. Roels)

Com- Mo- .z k cal
puesto  lécula “C-mol” reaccion L %-:xol )

Metano CHy CH4 CHy+203 — pu COy + 2Ho0 8 2134 26.7
Etanol CoHgO CHzOpp5 CH3Opg +3/209 —gmCOp + 3/2Ho0 6 1638 27.3
Glucosa CgHip0g CHoO  CHgO + Og ——p» COy + HyO 4 1119 28.0
Ac. Acético CoH409 CH,0 CHgO + Og ——p» COy + HyO 4 1048 262
Ac. Férmico CHyO0y CHpO0p CHyOjp + 1/2 Og —pm COy + HyO 2 610 305

Ac. OxA4lico 02H204 CH02 CH02 + V4 02—» CO2 + 1/4 H20 1 294 29.4

Delatabla 4 surge que:

1) El valor dey corresponde al niUmero de electrones que fueron transferidos
desde el compuesto aoxidar, a 0,, tomando como base 1 C-mol. Por tanto expre-
sa el nimero de "electrones disponibles' por cada C-mol.

2) Lacantidad de calor liberado por cada mol de electrones transferidos al

oxigeno (g/y), se mantiene practicamente constante. Del andlisis de un gran nu-
mero de compuestos resulta un valor promedio de

0o = 27.5k cal (mol electrones transferidos al O,)™*

De la conjuncién de ambos puntos resulta que €l valor de y es una medida de
la energia contenida en un compuesto. Asi, por gemplo, 1 C-mol de etanol brinda
mas energia que 1 C-mol de glucosa.

En general para calcular el grado de reduccion de un compuesto se planteala
ecuacion de oxidacion del mismoa CO, y H,O, y el valor de'y se obtiene multipli-
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cando por 4 €l coeficiente estequiométrico del 0, (ver tabla4). Si el compuesto
contiene nitrogeno, deberé especificarse cuél sera el estado de oxidacion final de
éste. Por g emplo, supongamos un compuesto dado por CH , O, N, y deseamos
calcular el valor dey con respecto al nivel dereferenciadado por C0, H,Oy
NHs.

La ecuacion de oxidacion sera:
CH,OyN; + nOy ———p» g CO, + WH,0 + k NH4

El valor dey serdigua a4 n. Mediante balances elementalesde C,H, Oy N
sellegaaque:

n=14 a-3c b
4 2
Por tanto y vendré dado por:
Yy=4+a-2b - 8¢ (7

Laecuacion (7) esmuy Util ya que permite calcular y sin necesidad de plan-
tear la ecuacion de oxidacion. Debe quedar claro que tanto parael CO,, como el
H.Oy el NH; es y = 0 (no tienen electrones disponibles) por ser éste el nivel de
referenciaelegido. Si en lugar de NH;, hubiésemos elegido N, se demuestra fa
cilmente que paraesecasoy =4 + a- 2b. Laeleccion del nivel de referenciaes
tan sdlo una cuestion de conveniencia.

Con todos estos elementos estamos en condiciones de aplicar balances de ma-
teriay energiaala'reaccion quimica' que representa al cultivo.

Para simplificar el tratamiento supondremos que lafuentede Cy E no con-
tiene nitrégeno (eslo usual) y que lafuente de nitrégeno es una sal de amonio,
por lo quey estara dado por la ecuacion (7).

L Balance de Carbono:

Puesto que los rendimientos estan referidos a 1 C-mol de fuente de Carbono
y energia, resulta

Yus + Yos + Yeozrs = 1 C)]

Il. Balance degrado de reduccion:
L os electrones disponibles alaizquierday ala derecha de la reaccion debe-
rén ser iguales, luego:

Ys —4b = Yus Yx + Yps Yp (9)

Debe recordarse que parael NH;, H,0y CO, esy = 0. Ademas el grado de
reduccién del 0, es-4.

Reordenando la ecuacion (9) queda:

4b
Yxis Tx + Yps Tp + =1 (10)
Ys Vs Ys
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o bien:

n+ & +¢ =1 (11)
donde
Yx/
g o ¥ Yx 12
vs
£ = Yp/s Tp (13)
vs
4b
= — (14)

1, & y ¢ representan lafraccion de energia (de la fuente de carbono y energia)
transferida alabiomasa, a producto y al oxigeno respectivamente. Puesto que
por cada mol de electrones transferidos al 0, se liberan g, = 27.5k cal, el calor
producido estara dado por:

g =4bq, (kca/C-mol fuentedeCy E) (15)

De acuerdo con esto, e representa la fraccion de energia disipada como calor.
Mediante las ecuaciones (8) y (10) es posible analizar |os resultados experimenta-
lesy verificar si las determinaciones han sido correctas. Medidas realizadas en el
laboratorio deberan encontrarse dentro de los siguientes interval os:

094 < yys + Yois + Yeo2is S 1.06 (16)
093 <n+ &+ ¢< 107 (17)

Cuando se tiene certeza en las determinaciones, es posible aplicar las ecua-
ciones para calcular algun rendimiento que no ha sido medido, por gemplo yps
en base alos demés.

V eremos seguidamente algunos gjempl os:

Ejemplo 1: Se cultivo lalevadura Candida utilis en un medio conteniendo
glucosa, SO,4(N H.), y sales. La concentracion inicial de microorganismos fue de
053917t (Xo)y laglucosa15.2 gl (S). Al cabo de 9.5 horas, se consumid total
mente la glucosa (S; = 0), se consumieron 0.123 mol de 0, 1'*, se produjeron
0.179 mol de CO, I™* vy labiomasa alcanz6 un valor de 6.07 g1 (X;). Se desea
averiguar si, ademés de biomasa, se formo algiin producto.

Como no se dispone de datos relativos ala composicion elemental de C. uti-
lis, se supone que ésta es cercana ala del "microorganismo promedio”.
(6.07 - 0.53)

Biomasa formada=——_ " = 0, . -1
sa formada 555 0.215 C-mol 1

15.2
Glucosa consumida = " 0.506 C-mol 1!

L uego: yxss = 0425
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Del mismo modo setienequey ., = 0.354. Puesto que la suma de ambos
rendimientos es muy inferior a 1, es evidente que se ha formado algun producto
cuyo rendimiento sera

Yps = 1 - yus — Yoo2rs = 0.230

Para aplicar la ecuacion (10) se requiere antes calcular el grado de reduccion
delabiomasa(y.) y delaglucosa(v), paralo cual se emplealaecuacion (7).

4+ 179 -2x05-3x02=4.19

Tx
Ys =4 +2 -2 =14

Ademasel valor deb ser& b=0.243 mol 0, . C - mol-1
Luego se calcula

=22 T 0445
Ys
4b
€ = = 0.243
YTs

Nuevamente lasuma esinferior a1y delaecuacién (10) resulta:

Yps Yp 1-m-¢=0312
Vs

Este resultado confirma que se ha formado algiin producto, pero ademéas se
puede estimar cudl esel valor de y .

_0s2y,

Yo =
P Ypis

Tratandose de unalevadura es probable que el producto formado sea etanol,
Cuyo Vp es 6, y s bien el valor obtenido esinferior a éste, debe tenerse en cuenta
que paralos célculos se empled laférmula minima del "' microorganismo prome-
dio" y no lade Candida utilis en particular.

Ejemplo 2: Calcular la cantidad de calor generado cuando se producen 100 g
de levadura para panificacion.

De acuerdo ala estequiometria vista en el Capitulo 4, por cada 100 g de leva-
duraformada se consumen 3.1 mol 0,. Luego el calor generado en éste caso seré
3.1x4x27.5=342k cal, valor muy cercano al dado por la ecuacion de Harrison.
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Cinética de crecimiento

Debido ala naturaleza autocatal itica del crecimiento microbiano, es|6gico
suponer que la concentracion de microorganismos, X, influye en lavelocidad con
que aumenta la poblacion, r,, Asi:

ry = pX (18)

En esta ecuacion, p eslavelocidad especifica de crecimiento, la cual paraun
tipo de microorganismo dado depende principalmente de la composicion y con-
centracion del medio de cultivo, presencia de inhibidores, temperaturay pH.
Existen diversas expresiones para p: la mas difundida es la ecuacion de Monod,
querelaciona el valor de u con la concentracién de un componente del medio de
cultivo que esté en defecto respecto de los requerimientos del microorganismo: el
sustrato limitante.

S

K5 (19)

B = Uy

donde S es la concentracion de sustrato limitante, u,,, eslavelocidad de creci-
miento especificaméxima, y K  se conoce como constante de saturacion. El valor
de K . estainversamente relacionado con la afinidad del microorganismo por €l
sustrato.

Cuando S» K, u tomael valor deu, yr, sdlodepende de X.

En general K, tiene valore muy bajos, del orden delosmg | ™ por tanto con-
centraciones relativamente bajas de S son suficientes para hacer que u=um. En
promedio las bacterias poseen valoresde um cercanosa 0.9 h™*, |as levaduras

0.45h™ y los hongos filamentosos 0.25 h*; de todos modos um debe ser determi-
nado experimentalmente para cada caso en particular.

La presencia de inhibidores del crecimiento en el medio de cultivo causa dis-
minucion en el valor de p. La substancia inhibidora puede ser alglin componente
del medio de cultivo o alguin producto formado por los microorganismos. El tipo
deinhibicién, al igual que en cinética enzimética, puede ser competitiva o no
competitiva. Para el primer caso:

S
h=bm R avs @
mientras que para el segundo
Hm S
el @)
donde
I
= —_ 22
a 1+ 7e (22)

siendo | laconcentracion de inhibidor. El valor de K | esta inversamente relacio-
nado con la afinidad del microorganismo por €l inhibidor. En lainhibicién compe-
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titiva, se modificaen valor de K s, Puesto que a> 1 si existe inhibidor (ecuacién
(22)), resulta que la afinidad del microorganismo por el sustrato se ve disminui-
da. En lainhibicion no competitiva, es el valor de u,, el que resulta afectado.

En ocasiones algiin componente del medio de cultivo puede ser inhibidor del
crecimiento, sobre todo cuando se encuentra en concentraciones relativamente
elevadas. Esto es factible que ocurra con la fuente de carbono y energia por ser €l
componente que se encuentra en mayor proporcion en los medios. Suele emplear-
se lasiguiente expresion para considerar éste efecto:

S
Ks+S +82/Kyp)
El hecho de que una concentracion de sutrata elevada pueda inhibir el creci-
miento, impone una restriccién a la concentracion de los medios de cultivo que se
pueden emplear en la préctica, y con esto ala concentracién final de biomasa que

se puede obtener. En el capitulo 7 se verd como, empleando un sistema de cultivo
adecuado, es posible sortear esta dificultad.

KL = Hm (23)

Consumo de sustrato
Si reordenamos la ecuacion (1) y derivamos respecto del tiempo se obtiene:

_ds _ 1 dX (24)
dt Yyss dt
o bien:
r ! 25)
s = Ty
Yx/s

Introduciendo la ecuacion (18) en la (25):

n
Yx/s

X (26)

rg =

También puede expresarse la velocidad de consumo de sustrato como:
rs= g X (27)

donde gs es la velocidad especifica de consumo de sustrato. Comparando las ecua-
ciones (26) y (27) surge que

v
Yx/s

qs = (28)

Si u=um se tendré gs=gsm es decir que ambos pardmetros estan directa-
mente relacionados.
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Por lo expuesto hasta aqui es evidente que el crecimiento puede ser caracte-
rizado mediante tres parametros: Ks, u,, € vs. Estos dependen tanto del micro-
organismo como del medio de cultivo empleado, por lo que su evaluacion debe re-
alizarse para cada caso en particular.

M antenimiento celular

La ecuacion (25) establece que el consumo de sustrato sdlo es posible cuando
hay crecimiento, sin embargo cuando el sustrato considerado es la fuente de car-
bono y energia, puede darse el caso en que el crecimiento esnulo (r, =0) y el con
sumo de sustrato no. A este consumo de sustrato que no redunda en aumento de
biomasa se |o asocia con el mantenimiento de funciones vitales tales como recam-
bio de material celular, mantenimiento de gradientes de concentracion y movili-
dad. Pirt ha propuesto la siguiente ecuacion parala velocidad de consumo de la
fuente de carbono y energia:

I'x
Yﬂs

rg =

+ mg X (29)

donde mg es el coeficiente de mantenimiento e Y'vs es el rendimiento que se ob-
tendriasi el mantenimiento fuese nulo. El valor de Y, es, oviamente, inferior a
deY'y,s, larelacion entre ambos se obtiene dividiendo la ecuacion (29) porr ,, e
introduciendo las ecuaciones (25) y (18).

1 1 my
Yx/s Y’x/s

]
+

(30)

De la ecuacion (30) surge claramente que cuando mg —0; Yo Y.
Debe destacarse que Y es el rendimiento observable, mientras que Y' s solo
puede ser evaluado indirectamente mediante la ecuacion (30), aspecto que se dis-
cutirden el capitulo 7.

Vaoresdem_ de0.01a0.04 gg h™ son frecuentes de hallar, pero seincre-
mentan con latemperaturay con la presién osmética del medio de cultivo. Por
gjemplo para Saccharomyces ceresisiae creciendo en anaerobiosis se encuentra
un valor demg=0.036 gg h™, mientras que es diez veces superior si el medio
contiene una concentracion de NaCl 1 M, lo cual da cuentadel trabajo osmotico
que deben realizar las células. De este modo el mantenimiento celular posee una
i mplicancia tecnol 6gica directa, ya que un proceso destinado a la produccién de
biomasa debe conducirse de modo tal que el valor de m ¢ sea pequefio.

Requerimiento de oxigeno

En los microorganismos aerobios la obtencién de energia estaligadaalapre-
sencia de oxigeno. En efecto, éste es aceptor final de los €l ectrones provenientes
de la cadena de citocromos donde se genera abundante ATP (adenosinatrifosfa
to). Las moléculas de ATP aportaran luego |a energia necesaria para las reaccio-
nes de sintesis con las que el organismo se "fabricard" asi mismo, y larequerida
para el mantenimiento celular.

Por analogia con la ecuacién (29) se puede expresar la velocidad de consumo
de oxigeno (r ;) como:
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+ myX (31)

To2 =
Y’x/o

donde m_ es el coeficiente de mantenimiento en base al 0, e y'y, es €l rendimien-
to, en base a 0, consumido, que se obtendria cuando m, = 0.

Dividiendo ambos miembros de la ecuacién anterior por x, se obtiene:

doz = + m, (32)

Yx/o

donde ge2 es lavelocidad especifica de consumo de 0,. En un cultivo en medio li-
quido los microorganismos utilizan substancialmente el 0 , que esta disuelto, y e
valor de q,, depende de cual sea esta concentracion. Por analogia con la ecuacion
de Monod, y cuando €l 0, es el sustrato limitante, se suele representar esta de-
pendencia como:

C

—_— (33)
K,+C

Qo2 = (lozm

donde C esla concentracion de O, disuelto, K esla constante de saturacion y
do=m es la velocidad especifica maxima de consumo de 0,, la cual se obtiene
cuando C » Ko.

En la préctica se utiliza principalmente el concepto de concentracion critica
de oxigeno disuelto, Cc, entendiéndose por tal al valor por encimadel cual q,, es
independiente de la concentracion de 0, disueltoy por lo tanto el crecimiento no
esta limitado por oxigeno. En estas condiciones el valor g, depende de cud sea
el valor sep, el cual serafuncion del sustrato que limita el crecimiento. Si la con-
centracion de éste es saturante, seré U=um, ygoz=(o2m

Los valores de Cc parala mayoria de los organismos estén en el orden de 0.1
almgl™, valoresrelativamente bajos si se compara con el de la solubilidad del
0, quea30°Cy 0.21 atmoésferas en medios acuosos diluidosesde 7.8 mg | -,
Esto podria conducir al error de suponer que no constituye un problema satisfa-
cer los requerimientos de 0, en los cultivos, pero el siguiente g emplo demostrara
todo o contrario. Supongamos gue tenemos una concentracion celular de10g | -t
creciendo activamente en yn medio de cultivo con un valor dep = 0.15h™*. Supo-
niendoquem_=26mgg h™ v,,,=19g™" yqueinicidmenteesC=7.8mgl ™",
calcular el tiempo transcurrido hasta que la concentracion de O, se hace criticae
igual a0.5mg ™.

Lavelocidad de crecimiento seré (ec. 18)
ry = 015 x 10 = 15 gl-! ht!
y lade consumo de 0, (ec. (31))

de 1,500
Tgg = —0—0 = + 26 x 10 = 1,526 mgl-1h-!
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integrando esta ecuacion con lacondicién: at=0; C=7.8mg| ™
resulta
C = 78 - 1526t

de donde €l tiempo necesario paraque C = 0.5 ser&

t= L80D -4810%h = 1735
152

Por tanto en escasos 17 segundos el crecimiento comenzara a estar limitado
por 0z, y eventualmente llegaré a detenerse cuando la concentracion seanula, a
Menos que sea repuesto continuamente y a una velocidad comparable ala de con
sumo. Este aspecto es fundamental en el disefio de biorreactores destinados a
cultivos aerobios, ya que deberan ser capaces de suministrar 0, a altas velocida-
des afin de satisfacer la demanda.

Efecto del pH y la temperatura sobre el crecimiento

L os microorganismos pueden crecer en unavariadagamade pH que vades-
de pH = 2 paralos aciddfilos hasta pH = 11 para alcaléfilos. En general 1os micro-
organismos que toleran pH &cidos no toleran pH alcalinosy viceversa. Indepen
dientemente del pH que pueda soportar un microorganismo, esimportante cono-
cer cudl esel pH Optimo parael crecimiento. En la fig. 11 esta representada en
forma general lavariacién de um conel pH parahongosy bacterias. De lamisma
surge claramente que en general los hongos tienen un pH éptimo cercano a5
mientras que para bacterias se da alrededor de pH = 7; ademéas debido alaforma
"achatada delas curvas, variaciones de 0.5 unidades de pH arededor del 6ptimo
no tienen mayor influencia. Durante el crecimiento los microorganismos modifi-
can el pH del medio de cultivo, normalmente haciéndolo disminuir; por tal moti-
vo es frecuente incluir en el medio substancias que actien como tampon (buffer)
afin de evitar que el pH se aeje del optimo.

El efecto de latemperatura sobre el crecimiento es complejo. Por un lado ca-
dareaccion quimicaindividual, de todas las que conforman el metabolismo, es

af ectada por la temperatura, por lo que un incremento de ésta resulta en una
mayor velocidad de reaccion. Esto se traduce en un aumento de pm con la tempe-

Hm M
b
a

1 | 1 t 1 1 1 1 1 1

2 4 6 8 10 20 25 30 35 40
pH T(*C)
Figura 11. Efecto del pH sobre pm. Curva  Figura 12. Efecto de la temperatura sobre

a: hongos. Curva b: bacterias. Hm Para un microorganismo meséfilo.
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ratura (ver Fig. 12). Por otra parte, aumentos posteriores de temperatura i nacti-
van las enzimas que catalizan las reacciones, con lo que el valor de um decrece
rapidamente. Latemperatura 6ptima resulta de la interaccion de estos dos efec-
tos. Como regla general, los microorganismos psicrofilos poseen temperatura 6p-
timaentre 10y 20 °C, los mesdfilos entre 30 y 40 °C y, finalmente, los termdfilos
entre 50 y 60 °C. La necesidad de mantener la temperatura de cultivo en el valor
oOptimo, hace que los biorreactores (fermentadores) cuenten con dispositivos apro-
piados paratal fin.

L ecturas recomendadas:

1. Energetics and kineticsin Biotechnology. J.A.Roels. Elsevier Biomedical Press, 1983.

2. Fermentation kinetics and modeling. C.G. Sinclair and B. Kristiansen Ed.: J.D.
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3. Principles of Microbe and Cell Cultivation. S.J.Pirt. Blackwel | Scientific Publications,
1975.
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Capitulo 6

FORMACION DE PRODUCTOS

Ladiversidad de productos formados por los distintos tipos de microorganis-
mos es sumamente amplia, desde moléculas muy simples como €l etanol hasta
las muy complejas como pueden serlo una enzima o un antigeno. Formalmente se
puede entonces clasificar |os productos como:

1. Productos de bajo peso molecular.
Estos incluyen a alcoholes, &cidos carboxilicos, aminoécidos, nucledtidos,
antibidticos, etc.
2. Productos de alto peso molecular.
Los que a su vez pueden dividirse en:
2.1. Componentes estructurales:
Polisacaridos, proteinas, antigenos, etc.

2.2. Enzimas:

Pudiendo ser éstas intra o extracelulares.

Laindustria quimica " compite con los microorganismos' tan sélo en |a obten-
cion de algunos productos de bajo peso molecular como por jemplo €l etanol o €
butanol, siendo los demas de dominio exclusivo de |os microorganismosy, por
otra parte, la tinica fuente disponible para el hombre.

Cualquiera sea el producto que se desee obtener, son varios |os aspectos que
deben considerarse. Estos segUn Pirt, pueden resumirse como:

|.  Seleccidn de una cepa microbiana apropiada.

I1. Determinacion de los valores optimos de temperatura, pH, presion osmaética.
En procesos aerobios, ademas, es de fundamental importancia conocer €l re-
guerimiento de oxigeno a fin de poder satisfacerlo (ver capitulo 7).

I1l. Determinacion y optimizacion de los requerimientos nutricionales y de la
concentracion de biomasa.

IV. Modificacion del genoma tendiente aincrementar laformacién del producto
deseado.

En el capitulo anterior se vio que laformacion de biomasay de producto son
procesos contrapuestos, lo cual, si bien es cierto, podria conducir al error de supo-
ner que el Unico objetivo en laformacién de un producto es maximizar Y ,,s. Por
otra parte el producto es una consecuencia de la actividad de los microorganis-
mos; luego la presencia de éstos también esimportante.

Este concepto puede resumirse del siguiente modo: si gp es la velocidad espe-
cifica de formacion de producto podemos poner:

— = (p X (1)
dt

a cabo de un tiempo, t, y suponiendo que inicialmente P = 0 ser&
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Laec. (2) indica gue tanto la concentracion celular como la capacidad biosin-
téticadelamisma(qg ) sonimportantes en la obtencién de un producto. El con-
cepto que resume ambos aspectos el es de productividad, esto esla cantidad de
producto obtenido dividido el tiempo necesario para obtenerlo, la que puede ser
mejorada entonces aumentando X, g, 0 ambos. Puede ocurrir que un aumento de
X cause disminucion de d, siendo necesario en tal caso encontrar una solucion
de compromiso; es decir uria combinacion gue haga méxima la productividad.

Laclasificacion dada al comienzo de este capitulo, no pasa de ser unamera
enunciacion de todos los productos que se pueden obtener de los microorganis-
mos. Es mas (til, al menos para los productos de bajo peso molecular, clasificar
los seguin que funcion cumplan dentro del metabolismo. Se pueden distinguir asi
tres grupos:

I. Productos finales del metabolismo energético.
I1. Productos intermedios de metabolismo primario.

[11. Productos de metabolismo secundario.

|. Son ejemplos de este grupo €l etanol, &cido lactico, acético, butirico, buta-
nol, y otros compuestos asociados a procesos anaerobios. Su formacion es conse-
cuencia directa de la degradacion de la fuente de carbono para obtener energia.
Hemos visto en el capitulo anterior que la energia se emplea tanto para creci-
miento como para mantenimiento celular, por lo que en este tipo de productos la
velocidad de formacion tendra dos contribuciones:

r, = + BX (3
Ywp

o bien:
i

qQp = + B 4
Yyp

El primer término del segundo miembro expresa la velocidad de formacién de
producto debida a crecimiento, y el segundo la debida a mantenimiento. La es-
trategia parala obtencién de estos productos consiste en contar con una concen
tracion celular elevada sometida a condiciones tales que el mantenimiento sea
grande, lo cual puede lograrse, como hemos visto, aumentando la tonicidad del
medio y también modificando la temperatura. Existe otra alternativa que consis-
te en limitar el cultivo en nitrégeno de modo tal que las células se vean impedi-
das de duplicarse al no poder sintetizar mas componentes estructurales, y la
fuente de carbono se derive, principalmente via mantenimiento, haciala forma-
cion de producto. Por gjemplo la obtencion del etanol por levadura puede dividir-
se en dos etapas: en laprimera el proceso es aerobio y el medio de cultivo contie-
ne unarelacion de fuente de carbono a fuente de nitrégeno apropiada para obte-
ner un buen crecimiento. La segunda etapa se realiza en condiciones anaerobias
y en un medio con escasa concentracion de fuente de nitrégeno y elevada concen-
tracion de fuente de carbono, la cual es convertida préacticamente en un 90% en
etanol y CO,. En este caso latolerancia de lalevadura al etanol es un aspecto
importante a considerar.
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1. Pertenecen a este grupo los ASPARTATO
aminoécidos, los nucledtidos, las vi-
taminas, los &cidos organicos, y pue-
den incluirse también biopolimeros
€como enzimas.

L os procesos de obtencién son
aerobiosy laformacién de estos pro-
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en medios deficientes. En cualquier / \ Geshidragenasa
caso lo que se pretende eslograr una

regulacion anormal del metabolismo / “UMOS[\leA

tal que lafuente de carbono y ener- / METIONINA
gia se derive hacialaformacion del Cisingl \
producto deseado. Por gjemplo, para (‘-

la obtencién de lisina se emplean ce- ;

pas de Corynebacteriuin glutamicum ISOLEUCINA
que carecen de la enzima Homoseri-
na deshidrogenasa, de este modo re-
sulta ser auxotrofo para metioninay
treonina (ver fig. 13). Ademas la enzima deshidroxipicolinato sintetasano esin-
hibida por lisina. Esta conjuntamente con la treonina g ercen inhibicion concen-
trada sobe la A spartatoquinasa de modo tal que alin en este mutante no se acu-
mularalisinas en el medio de cultivo hay treoninalibre.

Figura 13. Regulaci6én de la sintesis de lisina
en Corynebacterium glutamicum,

La estrategia para obtener lisina consiste en realizar el cultivo en condicio-
nes tales que la concentracion de treoninalibre sea minima, 1o cual se consigue
alimentando €l cultivo con este aminoéacido y tratando de mantener su concentra-
cion en valores muy pequefios. Asi se evitalainhibicién concertada, con lo cual la
lising, al no gjercer retroinhibicién sobre la dihidroxipicolinato sintetasa, se acu-
mula en el medio de cultivo.

El gjemplo visto es demostrativo de laimportancia que tiene el conocimiento
del metabolismo 'y su regulacion en el momento de seleccionar los mutantes apro-
piados, como asi también la eleccion de una técnica de cultivo adecuada en el mo-
mento de la produccién.

En general, y adiferencia de los productos pertenecientes al primer grupo,
no existe unarelacion directa entre la generacion de energiay la sintesis de los
productos de este grupo. Volviendo a ejemplo de lalisina, por cada mol formado
se forman cuatro de NADH y se consume uno de ATP, por lo que laformacion de
lisina esta asociada en una formacion netade ATP s se tiene en cuenta el poder
reductor acumulado.

La cinética de formacion de estos productos es més compleja que los del gru-
po 1, y no existe hasta el momento ninguna expresion simple que abarque ato-
dos, si bien Roelsy Kossen han propuesto la siguiente ecuacion para ser ensaya-
da con este tipo de productos.

dp M 3

qpmax ) Bm 1+ (-1 (W) )
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Lamisma posee gran flexibilidad ya que E puede tomar cualquier valor ma-
yor que cero, lo que permite ajustar distintas relaciones entre q, y u. Por gemplo
s E=1, larelacionentreq, y p esdirecta; s E = 100 setiene que g, alcanzava
lores cercanos a maximo aln a valores pequefios de u/u,,, . En general, y cual-
quiera sea el producto, se trata siempre de encontrar que tipo de relacion existe

entre gp y U, ya que éste es uno de los factores a tener en cuenta en el momento
de planear |a estrategia dé produccién.

I11. Pertenecen a este grupo los antibidticos, las toxinas, los alcaloides y las
giberelinas. Histéricamente se ha considerado a los metabolitos secundarios co-
mo aguellos que no son indispensables para las funciones vitales del microorga-
nismo, a diferencia de los metabolitos primarios, aunque tal afirmacion se en-

cuentre actualmente en revisién. Cualquiera sea el caso, existen algunas caracte-
risticas que diferencian a este grupo del anterior.

Frecuentemente |os precursores especificos parala biosintesis de estos pro-
ductos son obtenidos por modificacion de metabolitos primarios. Asi muchos anti-
bi 6ticos contienen en su molécula aminoécidos infrecuentes como D-aminoéci
dos, N-metil aminoécidos, B-aminoacidos o iminoécidos; o azucares modificados,
bajo laforma de dimetil aminoazlcares.

Por otra parte estos precursores suelen ser limitantes de la biosintesis. Por
gjemplo laadicion al medio de cultivo de acido fenil acético estimulala produc-
cién de Bencil peniciling, los &cidos a-aminobutirico y a,y-diaminobutirico son li-
mitantes de la biosintesis de calistina. En estos casos |a supresion de los meca-
nismos de regulacién de la sintesis de |os precursores puede resultar en un incre-
mento en la produccién.

Otra caracteristica interesante es que algunas enzimas del metabolismo se-
cundario no posee alta especificidad por el sustrato. Un g emplo bien conocido es
el delapenicilina aciltransferasa del Penicillican chrysogenum, que cataliza el
intercambio del resto a-aminoadipil de la penicilinaN (amino adipil penicilina),
por restos acidicos hidrofobicos (ver Fig. 14). La enzima es especifica parauno de
los sustratos, el acido 6-amino-penicilanico, mientras que es relativamente ines-
pecificapara el precursor de la cadena lateral, el cual debe poseer el grupo -CH,
- COOH terminal para ser incorporado.

Finalmente, y ya en relacion ala produccion, la mayoria de los productos de
este grupo comparten la propiedad de formarse cuando |os microorganismos cre-
cen abajos valores de u. Se cree que una de las causas seria el fendmeno conocido
como represion catabdlica ya comentado, por el cual estariareprimidalabiosin-
tesis de las enzimas asociadas al metabolismo secundario cuando el crecimiento
ocurre avalores de u altos, mientras que se desreprimiria a valores de u bajos.

Durante afos, se utilizo lactosa como fuente carbonada para la obtencion de
penicilina porque daba mejores rendimientos que la glucosa. La diferenciaradi-
caba en que la lactosa era metabolizada lentamente por el hongo, y la glucosa r&
pidamente. En la actualidad se emplea esta Ultima como fuente carbonada, pero
suministrandola lentamente al cultivo afin de regular u a valores compatibles
con la sintesis de penicilina.

El cultivo continuo y € bath alimentado, ya mencionados en el capitulo 2y
que se estudiaran en el capitulo 7, son sistemas de cultivo que permiten regular

lavelocidad de crecimiento, y por tanto muy apropiados para obtener este tipo de
productos.
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Penicilina acil transferasa

¥
1
. IR i ’
|nespec;f|co: espectfico
t
i

Y H S CHs
R—Y— N

N——C——CH C
N
: C——N CH
- I
COOH
Acide 6-amino-penicilanico R= -H
0 NH2
Aminoadipil penicilina R= -C-(CHyy- C - COOH
f
0
Bencil penicilina = -C-CHZ-Q
9
Fenoximetil penicilina Rz -C-CHp- 0O- @
9
Heptil penicilina R= - C- (CHylg- CHy

Figura 14. Distintas penicilinas que pueden obtenerse en funcién
del precursor de la cadena lateral.

L os productos de este grupo comparten con el anterior la necesidad de un
adecuado suministro de oxigeno para su formacion. Cuando este requisito no es
satisfecho los rendimientos disminuyen.
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Capitulo 7

SISTEMAS DE CULTIVO
Y ASPECTOS GENERALES DE BIORREACTORES

Como ya se dijo, el equipo donde se realiza el proceso se denomina biorreac-
tor o fermentados.

El mismo provee todos los servicios que son necesarios para el cultivo, tales
como mezclado, termostati zacidn, suministro de oxigeno, entradas para adicion
de nutrientes, control del pH, etc. Por otra parte, cuando se habla de sistemas de
cultivo o, también, métodos de cultivo, se hace referenciaa modo de operar €l
biorreactor, esto es en forma continua o discontinua.

En la primer parte de este capitul o estudiaremos los sistemas de cultivo y
dejaremos para la segunda los biorreactores.

Sistemas de cultivo
Para un componente cualquieradel cultivo, incluidalabiomasa, se puede
plantear el siguiente balance de materia en el biorreactor (ver Fig. 15).

Velocidad de = velocidad de - velocidad + velocidad _ velocidad
acumulacion ingreso desdlida deformacion  deconsumo
d(\;Ci) = FiCy - FoC + Vrgg — Vry 1)
t

donde V es el volumen de cultivo, F, escaudal de alimentacion, F, el de salida,
Ci1 laconcentracion del componente "i" en laalimentaciony C; la concentracion
en el caudal de salida, laque, si el cultivo esta bien mezclado, se puede asumir

idéntica ala que hay dentro del biorreactor. Los restantestérminos, rsi Y Iy S€
refieren alavelocidad de formacién y consumo del componente "i" respectiva-

mente.

Por otra parte el volumen de cultivo va-
F1 f2  riardenel tiemposeginsean F1 Y F,.

Ciy l 5 ‘ Ci Suponiendo que la densidad del cultivo

y de laalimentacién son iguales resulta:

-
R VR @)
dt

-0 Ahora bien, dependiendo de como sean
) F,y F, surgen, basicamente, tres sistemas
Ci,V de cultivo:

Figura 15. Esquema de un biorreac- ] ]
tor con indicacién de los caudales y 1. Cultivo continuo

concentraciones a la entrada y a la .
salida. La flecha que rodea el eje del Ambos caudales son igualesy por laec.

agitador significa que el cultivo estd (2) esV constante, por lo tanto laec. (1) se
perfectamente mezclado. reduce a
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V.2l = F(Ci1-C) + Virg-rg) ®

2. Batch alimentado
El caudal de salida, F», esnulo, por lo que V aumentara en €l tiempo en fun-

cion del caudal de entrada
v

o @

y en el balance de materiase anula el término F, G resultando:

d(V C;)

™ = FCy + V(rg-rg) ®)

Debe destacarse que en este caso V permanece dentro del operador diferen-
cial puesvariacon el tiempo segun la ec. (4). Por tal motivo el batch alimentado,
y adiferencia del caso anterior, tiene duracién limitada en el tiempo ya que €l vo-
lumen no puede incrementarse mas alla del volumen Util que posee el biorreac-
tor.

3. Batch

Ambos caudales son nulos por lo que V es constantey en laec. (1) se anulan
lostérminosF,C;;, F, C;.

dc,
— =TT 6
dat fi ci ()

Laduracion del cultivo batch es, por supuesto, también limitada en el tiempo
y depende esencialmente de las condiciones iniciales del cultivo. Unavez inocula-
do el medio, la concentracion de biomasa aumenta a expensas de los nutrientes y
cuando el sustrato que limita el crecimiento se agota, finalizael batch.

Analizaremos ahora con més detalle cada uno de los sistemas vistos aplican-
do en particular los balances de materia ala biomasa, X, a producto, P, y a sus-
trato limitante de crecimiento, S. Paralos dos primeros s6lo es necesario conside
rar lacinéticade formacionr, y r,, respectivamente, con lo cual r i = 0 en ambos
casos. Para el sustrato setiene €l caso inverso y solo deberd considerarse lavelo-
cidad de consumo, r.. Si por las caracteristicas del proceso, lalisiscelular o la
descomposicién del producto son importantes, deberaincluirse en el balance un
término adicional que contemple este aspecto.

Cultivo continuo

Para poner en marcha un cultivo continuo, se realiza previamente un cultivo
batch y en un momento dado se comienza a alimentar con medio fresco a un cau-
dal Fy por un rebalse se mantiene el volumen constante.

El caudal de salida contendra células, medio de cultivo parcialmente agotado
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y, eventualmente, algun producto. Si alimentamos con medio fresco significa que
X, =0y P, =0, por lo que sélo deberemos considerar |a concentracién de sustrato
limitante del crecimiento, S, en laaimentacion. En base a estas consideraciones
los balances de materiapara X, Sy P seran (ver ec. (3)):

-%‘- - -FX + Vr, ™
v .%= F(S,-S)-Vr, (8)
.= -FP + Vr, ©)

En estado estacionario las concentraciones dentro del biorreactor permanece-
rén constantes en el tiempo, lo que significaigualar a cero las ecuaciones (7), (8)
y (9). Delaprimera, y teniendo en cuenta que ry = ux, resulta:

— =D = (10)
donde D eslavelocidad de dilucién. Si se reemplazau por laec. (19) del capitulo
5 resulta que la concentracion de S en estado estacionario es
KD

S = ———_ (12)
Hm—D

donde S representa la concentracion en estado estacionario. De laec. (8) surge:
rs = D(5;-9) (12)

Por la ecuacién (26) del capitulo 5 es
uX

Yx/s

Yy =

ademas u = D, por lo tanto la concentracion de biomasa en estado estacionario es:

X = Yy (5,-5) (13)

Si en particular S eslafuente de carbono y energia, r , vendra dado por la
ecuacion (29) del capitulo 5 y X ser&

x = 2V G1-85) (14)
(D +mg Yy

Cuando ms = 0, laecuacion (14) se reduce alaecuacion (13).
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D (h-1)
Figura 16. Cultivo continuo. Concentracién de biomasa y de sustra-

to limitante en estado estacionario a distintos valores de D. Pardme-
tros: pm=1h-1; Yys = 0.5; K, 0.05 g 1-1; 81 =5 g -1,

La Fig. 16 muestracomo varian la concentracion de sustrato en estado esta-
cionario en funcidn de la velocidad de dilucion. La curva superior corresponde a
laecuacion (13) y lainferior ala ecuacion (14), pudiéndose observar en este Ulti-
mo caso que €l efecto del mantenimiento celular se hace notable a bajas velocida-
des de dilucién. En ambos casos puede apreciarse que existe un valor de D por
encimadel cual es X =0, con lo cual por laecuacion (13) 0 (14) esS=S,. Si sere-
emplaza este valor en la ecuacion (11) se obtiene la velocidad de dilucion critica
D..

S
D, = by —r— (15)

Ky +S;

Si como ocurre normalmente S, » K setienequeD. =u,, locual esun
criterio muy (til en e momento de seleccionar un valor de D apropiado, ya que
deberd cumplirse que D <un,. En caso contrario ocurrird el "lavado" del cultivo,
debido a que lavelocidad de salida de las células del biorreactor sera mayor que
la de crecimiento.

Debe tenerse en cuenta que la Fig. 16 se representa en caso que pl esta dado
por la ecuacién de Monod, pero si en medio del cultivo hay sustancias inhibidoras
del crecimiento (o son formados por microorganismos) o el sustrato limitante es
el inhibidor, deberadn emplearse las expresiones de u correspondientes dadas en
el capitulo 5.

Formacion de producto:
En estado estacionario, la ecuacién (9) se reduce a:
P _'r (16)
D

o bien
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qp X

D
donde P representa la concentracion de producto en estado estacionario. Depen-
diendo de como seala cinética de formacién del producto seralaformade la cur-
vaPvs. D. Alternativamente puede emplearse, y de hecho se emplea, € cultivo
continuo para elucidar qué tipo de relacion existe entre q ,, y u, ya que como se
menciond en el capitulo 6, es uno de los factores a tener en cuenta para planear
la estrategia de produccion, como se vera mas adelante cuando se trate la pro-
duccién de penicilina.

P =

(17

Determinacion de los parametros de crecimiento:

~ El cultivo continuo es sumamente Util para determinar parametros de creci-
miento talescomo K, u,, 0Y', . Asf reordenando la ecuacion (11) se obtiene

11 K, (18)

_ = e+

D Hm Hm

o]

Graficando 1/D en funcion de /S, |os puntos deberan ajustarse a unarecta
cuyainterseccion con el gje 1/D darael valor de 1/u,, y la pendiente K Jum: Si €S
que el cultivo puede ser representado por una cinética como lade Monod.

Por otra parte redondeando la ecuacion (14) resulta:
$:1-8 D
D (81~95)

— = + m, 19
X ™ (19

de donde lagréficade D (S,-S) /X en funcion de D permitiraestimar 1/Y' ;s y ms
Obviamente en este caso €l sustrato considerado es la fuente de carbono y energia.

Batch. alimentado

Parainiciar un batch alimentado valen las mismas consideraciones que se
hicieron parainiciar un cultivo continuo, salvo que en este caso supondremos que
seinicialaaimentacion del cultivo cuando el sustrato limitante se ha agotado.
Si bien éste no es un requisito indispensable, permite simplificar el tratamiento
matematico y ademas es un buen punto de partida con respecto al objetivo del
batch alimentado, es decir: controlar lavelocidad de crecimiento mediante la ve-
locidad de alimentacion. También supondremos que alimentamos con medio de
cultivo fresco, es decir que X, =0y P, = 0. Luego los balances de materia para X,
Sy Pserén (ec. (5)):

d (XV)
= Vr, = VX 20
% r K (20)
d (SV)
= F8 - Vrg (21)
dt
d (PV)
= Vr 22
m P (22)



A fin de no extender innecesariamente el tratamiento matematico discutire-
mos solamente la formacion de biomasay e consumo de sustrato. De todos mo-
dos, si r, es conocida el procedimiento no varia mayormente.

Si en laecuacion (21) sereemplazar cporr, / Y, y setiene en cuentala
ecuacion (20) resulta

dSV) _ pg, . L d&V) 23)
dt Yy dt

Si deseamos que la velocidad de crecimiento esté controlada por la de ali-
mentacion, ésta debera ser tal que en todo momento sea S =0y por lo tanto

d(SV) / dt = 0. Esto equivale a decir que el sustrato es consumido totalmente ni
bien ingresa a biorreactor. Luego:

d&XV) _ vy Fs, (24)
dt
e integrando
XV=X3Vo+ Y FS; t (25)

donde X, y V, representan la concentracion de biomasay el volumen de cultivo
en el momento deiniciar laalimentacion. Lavariacion de V con el tiempo se ob-
tiene integrando la ec. (4).

V=V, + Ft (26)

El criterio para disefiar una alimentacidn adecuada se obtiene combinando
las ecuaciones (20) y (24), de donde at = 0, resulta

v
ps, = or%o 27)

Yx/s

En laec. (27) se puede emplear cualquier valor deu hastau,,, por tanto laec.
(27) puede reescribirse como:

Volm
FS, < VotemXo (29)

x/s

Como criterio adicional conviene seleccionar el valor de S, tan alto como sea
posible y F relativamente pequefio a fin de evitar la excesiva dilucién del cultivo.
La contrapartida es que laduracion del batch alimentado puede prolongarse ex-
cesivamente, por o que normalmente se trata de encontrar la solucién de com-
promiso, donde intervienen ademas, aspectos economicos.

El valor deu durante el batch varia permanentemente, ya que por la ecua-
cién (20) es:
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1 d (XV)

= - 29
XV dt @)
reemplazando en la ecuacion (29) las ecuaciones (24) y (25) resulta
Yus FS
b= x/8 1 (30)

X0V0+YX/SFSIt

Por tanto u disminuye con el tiempo. Esto es valido solamente para el caso
tratado aqui, esdecir con Fy S, constantes, pero nadaimpide hacer alimentacio-
nescon F=F(t) 0 S, = S,(t), con lo cual puede lograrse, por ejemplo, que u se
mantenga constante o bien que aumente hasta valores cercanos au,, Ladiversi-
dad de alimentaciones posibles que pueden emplearse es, quizas, unade las ca-
racteristicas més apreciables de batch alimentado. La otra es que este sistemade
cultivo es muy apropiado para obtener altas concentraciones de biomasa, muy
superiores alas que se podrian obtener en un batch, donde la limitacion esta da-
da por la concentracion inicial de nutrientes del medio de cultivo que pueden to-
lerar los microorgani smos.

Si se considera el mantenimiento celular el valor der g paralafuente de car-
bono y energia vendra dado por la ecuacion (29) del capitulo 5, y mediante un
proceso similar al descripto resulta:

d (XV)

m + YyemgXV = FS; Yy (31)

Resolviendo la ecuacion diferencial se obtiene:

FS] FS
+ (X9 Vo -

mg mg

XV = )e M Vs t (32)

También se demuestra facilmente que en este caso €l criterio paracalcular la
alimentacién esta dado por:

FS, < — 2% 4 mX,V, (33)

En laFigura 17 se representala ecuacion (32) para distintosvaloresdem ¢, y
la ecuacion (25) que corresponde al caso en que mg = 0. Se observa claramente
gue cuanto mayor es mg menor es la cantidad de biomasa obtenida, ademés las
curvas con my distinto de 0 tienden asint6ticamente a un valor maximo que esta
dado por:

FS;

(XV)max = (34)

mg

Este valor se obtiene directamente de la ecuacion (31) haciendo d (XV) / dt =
0. En estas condiciones latotalidad de la fuente de carbono y energia que ingresa
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mg=0
mg=0,02

mg=0.05 g.9-1.h-1

| | 1 | !

32 40
8 16 24 t(h)

Figura 17. Batch alimentado con alimentacién constante. Pardame-
tros: F =0.051h~1;S; =240 g1}, Vs = 05; Xg = 10 g -1, Vg = 211,
El volumen final es 4 1.

gresa al biorreactor se utiliza para mantenimiento celular y por lo tanto yano es

posible aumentar la cantidad de biomasa. Alternativamente, si el cultivo se reali-

zacon €l objeto de obtener un producto perteneciente a grupo | (asociado al me-

tabolismo energético), convendratrabajar siempre en las condiciones indicadas,

é/a que toda la fuente de carbono suministrada se transformara en el producto
leseado.

Batch
Aplicando la ecuacion (6) alabiomasa, a productoy a sustrato resulta:

dx

—— =1, = uX 35
T X M ( )
By (30)
at Yo
dX

=r 37
*x  ° (37)

Suponiendo que no se forma producto y que larelaciéon u - S puede ser repre-
sentada por la ecuacion de Monod surge que:

dX XS
_ = Wy
dt K, +S

(38)

ds Hm XS (39)
_d-t_ Yx/s ) IC_ +S
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El sistema formado por las ecuaciones (38) y (39) posee solucion analitica, pe-
ro en ésta no aparece X en forma explicita por lo que resulta de escasa utilidad.

En cambio es posible analizar casos particulares haciendo algunas suposicio-
nes.

Por jemplo se puede asumir que durante una buena parte del tiempo se
cumpliraque S» Ky, por lo tanto las ecuaciones (38) y (39) se reducen a:

dX

ds Hm X

PR 1
x/s

Por tanto bajo las condiciones indicadas el crecimiento se llevara a cabo con

el maximo valor de p posible. Integrando la ecuacion (40) con la condicion at = 0;
X = Xo, sellegaalaexpresion:

X=X, o0lm" 42)
o bien:
InX =InXy + Uy t (43

La ecuacion (42) establece que para S » Ks €l crecimiento es exponencial
(fase exponencial), y por la ecuacion (43) es posible calcular €l valor de um grafi-
cando € InX en funcion del tiempo.

Lavariacion de S con t se obtiene introduciendo la ecuacién (42) en la ecua-
cién (41) e integrando con la condicion:

Xo
Yx/s

Mmt

S = 8- (em™" - 1 (44)

A medida que € cultivo transcurre, S disminuye hasta que se llegaalacon-
dicién en que S es comparable a K, y por lo tanto dX/dt comienza a disminuir (fa-
se de desacel eracién) hasta hacerse finalmente nula cuando S = 0. En este punto
se alcanza la maxima concentracién de biomasay finaliza el batch (fase estacio-
naria). La concentracion final de biomasa, X se puede calcular si se conoce el
Yx/s : '

_ Xf - Xo)
(S¢ - So)

Y = (45)
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puesto que S = 0 resulta:

Xi = Xo + Yws S (46)

o Alternativamente se pueden emplear las ecuaciones (45) o (46) para calcular
Y ws.

EnlaFig. 18 se representan las distintas fases de crecimiento hasta agui
descriptas, que surgen de suponer valida a la ecuacién de Monod. Sin embargo
antes de la fase exponencial suele existir otrafase (I) conocida como fase de re-
tardo, durante la cual la concentracion de biomasa no se modifica substancial -
mente, pero ocurren profundos cambios en la composicion macromolecular y en el
"estado fisiologico" de las células, ambos tendientes a adaptarlas al nuevo entor-
no.

Si se considera esta fase, debe aplicarse una correccion ala ecuacion (43), lo
que esencialmente consiste en restarle a tiempo real el tiempo transcurrido has-
ta que efectivamente comienza el crecimiento

InX = InXy + pyp (t—t,) (47)

donde t,. da cuenta de la duracion de lafase de retardo.

Normalmente esta fase no es deseabl e ya que significa una pérdida de tiem-
po, por lo que usualmente se trata de minimizarla. Una formade lograrlo consis-
te en hacer crecer el inéculo en un medio de cultivo igual a que se vaa emplear
posteriormente, y ademés transferirlo cuando las células se encuentran en plena
fase exponencial.

Por otra parte después de |la fase estacionaria sobreviene la fase de declina-
cion (V) que consiste en una disminucion de la concentracion de biomasa debida
alalisis celular. Estafase puede representarse considerando una cinética adicio-
nal en el balance de materia, aspecto que ya fue discutido.

n X S
11 ¢ I IV —

|

|

| |
- 1 |

So

In Xg

Figura 18. Batch. Curva de crecimiento y consumo de sustrato. II =
fase exponencial; III = fase de desaceleracién; IV = fase estacionaria.
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El cultivo tipo "batch”, s bien es quizéas el mas difundido, es el que menos po-
sibilidades de control ofrece. Una vez sembrado el medio de cultivo y fijadala
temperatura, las células quedan "libradas a su propia suerte”" o, dicho de otro
modo, a su propia potencialidad, que se manifiesta creciendo ala méxima veloci-
dad que le permite el medio de cultivo empleado, siendo el operador un mero es-
pectador de los acontecimientos. En este aspecto tanto el cultivo continuo como el
"batch" alimentado superan ampliamente a "batch".

Bi orreactores

El biorreactor, es sin duda, uno de los equipos fundamental es de la microbio-
logiaindustrial. Es el recipiente donde se realiza el cultivo, y su disefio debe ser
tal que asegure un ambiente uniforme y adecuado para |os microorganismos.

Las"tareas" que realiza el biorreactor pueden resumirse del siguiente modo:

a8 Mantener las células uniformemente distribuidas en todo e volumen de cul-
tivo afin de prevenir la sedimentacion o la flotacion.

Mantener constante y homogénea la temperatura.
Minimizar los gradientes de concentracion de nutrientes.
Suministrar oxigeno a unavelocidad tal que satisfaga el consumo (ver cap. 5)

El disefio debe ser tal que permita mantener el cultivo puro; unavez que to-
do el sistemahasido esterilizado y posteriormente sembrado con el microor-
ganismo deseado.

Para satisfacer |os cuatro primeros puntos es necesario que €l biorreactor es-
té provisto de un sistema de agitacion, a demas para el punto d) se requiere de
un sistema que inyecte aire en el cultivo.

Describiremos brevemente dos tipos de biorreactores de uso muy difundido:
el tanque agitado y al "air lift". En el primero de ellos (Figura 19) la agitacion se
realiza mecanicamente mediante un gje provisto de turbinas accionado por un
motor.

RCIRS JREARES

El aire se inyecta por la par-

teinferior del tanquey es distri-

@ motor buido por una corona que posee
pequefios orificios espaciados re-

carga — - [ manometro o armente. El chorro de aire que
sale de cada orificio es "gol peado”
salida ¢e  PoOr laspaletasdelaturbinainfe-

| ~ gases rior generandose de este modo

I [ — miles de pequefias burbujas de

salida de aire, desde las cuales difunde el

H20 0, hacia el seno del liquido. El

sistema de agitacion se completa

deflector agitador con cuatro o seis deflectores que

) tienen por finalidad cortar o rom-

camisa .| per el movimiento circular que

HoO de —==x L ) imprimen las turbinas al liquido,

refrigeracidn aireador generando de este modo mayor
L sire turbulenciay mejor mezclado.

T esteril El tanque esta rodeado por

una camisa por laque circula

Figura 19. Tanque agitado. El mezclado se reali- agua, lo que permite controlar la
za mecénicamente. temperatura. Para tanques ma-
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temperatura. Para tanques mayores que N
1000 6 2000 litros este sistemaya no es €fi- d:a“d?as
cientey es reemplazado por un serpentin 928

que circula adyacente ala pared interior
del tanque. Debe tenerse en cuenta que a
medida que es mayor el volumen de cultivo [\ f\
también lo esla cantidad de calor generado of @0 fo
(capitulo 5), por lo que se hace necesario 42 20O
una mayor area de refrigeracion. Los tan- b 1o 001 ° P
que son de acero inoxidable y estan pulidos do°0 o,
afin defacilitar lalimpiezay posterior es- 00 0P
terilizacion. °°Oo ol
El aire que ingresa al biorreactor debe 02 %19
estar estéril, o que se consigue haciéndolo Q O° o
pasar por un filtro cuyo diametro de poro ol o Clo
es de 0,45 micrones, que impide el paso de 0oQ ©
Mircroorganismos y esporos. hoo
En losreactores detipo "air lift" 2 UL
(Figura 20) es el mismo aire inyectado al ] J

cultivo lo que promueve la agitacion. Basi aTre T
camente consiste en dos cilindros concén- \_/
tljlcosy po.r Ia.base d.e uno de. ellos, por Figura 20. Esquema de un biorreac-
ejemplo el interior, Se_myeCt_a,a' re. D,e e,Ste tor del tipo “air lift”. E1 mezclado se
modo se genera una circulacion de liquido realiza mediante inyeccién de aire.
ascendente en el compartimento interno y

descendiente en el externo, lo que favorece el mezclado.

Transferencia de 02

Lavelocidad de transferenciade 0,, ROz, desde el seno de |a fase gaseosa
(burbujas) hasta lafase liquida esté dada por la siguiente ecuacién:

Roz = Kpa(C*-0) (48)

donde KLa es €l coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno, C la concen-
tracién de 0z disuelto en el seno del liquido y C* la concentracion de O, disuelto
gue. estaria en equilibrio con la presién parcial de oxigeno de la fase gaseosa. El
KLadepende del disefio del biorreactor, de las condiciones de operacion (caudal
de aire, agitacion) y de laviscosidad del cultivo. A mayor viscosidad menor K | a.

El K, aes unamedida de la capacidad que posee un biorreactor para sumi-
nistrar O2y €l rango de valores usuales estad comprendido entre 50 h™* y 1000
h.

Es Util en este punto retomar el jemplo visto al final del capitulo 5y calcu-
lar el K, anecesario paraque lavelocidad de transferenciade 0, seaigual ala
de consumo; esto significa que RO, deberdser igual 21,526 mg I'* ht. Asumien-
doqueC*=7,8mg!™ yC=05mg ™ resulta

R02
Kia = = 209h7!
C*-C



Por tanto valores de KLaiguales o superiores al calculado aseguraran, para
el ggemplo visto, que €l cultivo no estalimitado por 0,. Cuando lavelocidad de
consumo del oxigeno varia con el tiempo, como ocurre por ejemplo en un cultivo
"batch", el cllculo de KLa necesario se realiza empleando el maximo valor de rO

esperado, afin de asegurar un adecuado suministro de 0> durante todo el culti-
VvOo.

Con este capitulo finaliza el tratamiento de los aspectos fundamentales de
los procesos de fermentacion. Resta tratar |as aplicaciones de la Microbiologia In-
dustrial y las posibilidades que pueden presentarse en el futuro.

Como gemplo de esas aplicaciones se incluyen en esta monografia los proce-
sos correspondientes a la produccion de levadura de panificacion, penicilinay
otro correspondiente al tratamiento de efluentes.

La produccion de levadura es un proceso cléasico de las primeras etapas del
desarrollo de la Microbiologia Industrial, mientras que el de penicilina represen-
taun cambio fundamental en la evolucién de nuestra disciplina, a partir de 1945.
En ambos procesos se demuestra la integracion de varios de los aspectos basicos
tratados con anterioridad.

Finalmente la eleccion del tema de tratamiento de efluentes industriales res-
ponde a la trascendencia cada vez mas importante que tiene el problemade la
contaminacion ambiental y a las soluciones que ofrece la Microbiologia Industrial
para encararlo.

L ecturas recomendadas:

1. Principles of microbe and cell cultivation. S.J.Pirt. Blackwel | Scientific Publications

(1975)

2. Fermentation kinetics and modelling. C.G.Sinclair and B. Kristiansen. Ed. J.D.
Bu'Lock. Open University Press (1987).

3. Biochemical Engineering Fundamentals. J.E. Bailey and D.F. Ollis. Mc Graw-Hill Book
Company (1986).

4. Biochemical Engineering. S. Aiba, A.E. Humprey and N.F. Millis. Academic Press,
1973.
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Capitulo 8

PRODUCCION DE LEVADURA DE PANIFICACION

Introduccién

Existe laevidencia de que el pan era conocido alrededor del afio 2600 a.C. en
Babilonia, y yaen el siglo 12 a.C. era producido norma mente con unatecnologia
establecida. L6gicamente esto implica que el hombre dominabayael uso deale-
vadura para levar |amasa preparada con harinay producir asi el pan.

En las primeras épocas se utilizaba la levadura obtenida de la fabricacién de
cerveza primero y de las destilerias después, hasta que finalmente se establecie-
ron las plantas de produccion de levadura durante el siglo 19.

Es posible que la primera planta de produccion comenzd a operar en Holanda
en 1780 con €l [lamado proceso Dutch que era anaerobio y que tenia solo rendi-
miento del 4 al 6% con respecto alamateria prima usada. Posteriormente se me-
jord el rendimiento, que paso a ser del 12-22% con el proceso Vienna, también
conducido sin aire, en 1846.

Con laintroduccion de laaireacion en el proceso de produccidn, que tiene lu-
gar en 1879, se aumentan considerablemente |os rendimientos, que pasan a ser
del 50 al 60% del tedrico. La Ultima etapa importante de modificacion de la tec-
nologiatiene lugar con la alimentacion controlada de azlcar alos mostos en fer-
mentacion, cambio introducido por un cientifico danés, Sak, y un aleméan, Hay-
duck, en 1919.

Este proceso conocido como "Zulaufverfahren” esla base de todas las tecnolo-
gias posteriores que se basan en los principios de los procesos "batch” alimentado
ya considerados.

Los procesos de produccion utilizaban granos como materia prima, hasta que
el elevado costo de éstos produjo el reemplazo por las melazas de remolacha o de
cafia con las cuales pueden alcanzarse rendimientos cercanos al 100% del tedrico.
Actualmente se esta tratando de encontrar otras fuentes de materias primas al-
ternativas alas melazas, como el suero de leche hidrolizado.

La produccion mundial de levadura prensada (27-30% de materia seca) es
considerable ya que en 1983 estaba en el orden de 1,763,000 toneladas, con un valor
de 473,000, 363,000 y 83,000 toneladas correspondiente a Europa occidental,
Nortey Centro América, y Sud América respectivamente.

Con respecto a consumo anual per capita de levadura prensada (27-30% de
materia seca) estd en el rango de 1.5 a 2.1 Kg paralos paises europeos, mientras
que en paises de Sud América como Chile esde 1 Kgy en Argentina 0.6 Kg.

Cepas y medios de mantenimiento empleados

Inicialmente fue lalevadura de cerveza, el Saccharomyces uvarum, syn S.
carlsbergensis, el empleado con fines de panificacion. Posteriormente se lareem-
plazé por lalevadura de las destilerias, y por lallamada levadura de panifica
cion, que es el Saccharomyces cerevisiae. Se han ensayado también muchas otras
cepas, no sdlo del mismo género sino también |as pertenecientes a distintas espe-
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cies de Candida, Hansenulay Zygosaccharomyces, aungue ninguna de €ellas de-
mostré poseer ventajas sobre el Saccharomyces cerevisiae.

El mejoramiento genético de cepas de S. cerevisiae de interés industrial para
la produccién de levadura prensada es dificultoso, porque no existe un conoci-
miento detallado de los genes comprendidos en las propiedades o caracteristicas
deseadas de dichas cepas. Las propiedades fundamental es son aquellas relacio-
nadas con la produccién, que resultan en un crecimiento rapido y altos rendi-
mientos a partir de las melazas con el mantenimiento de las propiedades de pa-
nificacion exigidas, que son el poder fermentativo y la estabilidad del producto.
Estas propiedades dependen de muchos genes que intervienen en los ciclos de la
glicolisisy de los acidos tricarboxilicos, como asi también en el metabolismo del
nitrégeno y en la sintesis de hidratos de carbono de reserva.

Algunas cepas de interés industrial se han obtenido utilizando técnicas de
hibridacién que incluyen lafusién de protoplastos, ya explicada en el capitulo 3.

La obtencion de hibridos para mejorar una cepa no es siempre exitosa, ya
gue los productos de fusion (hibridos) tienen que cumplir con todas las caracteris-
ticas exigidas por las levaduras comerciales, ya comentadas.

Es conveniente mencionar finalmente que el advenimiento de las técnicas de
ingenieria genética ha abierto una nueva &rea de interés industrial en el campo
delaslevaduras. Sin embargo, hasta el presente esas técnicas no han sido de uti-
lidad en laindustria de la levadura de panificacion, porgque los logros a canzados
incluyen solamente propiedades bioguimicas rel acionadas con pocos genes. Las
cepas de levadura que han sido desarrolladas en |os Ultimos afios, permiten la
produccion de productos de interés farmacol 6gico como lainsulina, hormonade
crecimiento bovina, interferén, vacuna contra la hepatitis B, se han originado en
cepas de laboratorio definidas genéticamente y no en cepas de levaduras indus-
triales.

L os medios de mantenimiento empleados por laindustria son los siguientes:

1) Mantenimiento en medios de cultivo solidos y repiques periddicos (cada 3
a 6 meses) en medio fresco, 2) bajo aceite mineral, 3) congeladas a-20 °Cy des-
pués a -55 °C en medios que contienen leche o gliceral, 4) liofilizacién, y 5) man-
tenimiento a muy bajatemperatura, en nitrégeno liquido (-196 °C).

Tal vez el método més satisfactorio sea el de laliofilizacion, aunque pueden
emplearse con éxito cualquier otro método que asegure la estabilidad, o sea que
no se produzcan cambios en las propiedades bioquimicas de microorganismo.

Requerimientos nutricionales

Tal como setratd en el capitulo 4, los requerimientos nutricionales de los
macroelementos mas significativos pueden deducirse del conocimiento de lacom-
posicién centesimal de las células. En el capitulo mencionado se establecié tam-
bién la ecuacion de formacién de 100 g de levadura seca a partir de 200 g de sa-
carosa.

De las fuentes de carbono y energia que pueden emplear el Saccharomyces
cerevisiae figuran en primer lugar la glucosay la sacarosa, aunque también pue-
den emplearse fructuosa, galactosa, maltosay suero hidrolizado, ya que laleva-
dura de cerveza no puede asimilar lactosa. También puede utilizarse etanol como
fuente de carbono.

El nitrégeno asimilable debe administrarse en forma de amoniaco, urea o sa-
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les de amonio, aunque también se pueden emplear mezclas de aminoécidos. Ni el
nitrato ni el nitrito pueden ser asimilados.

Aparte de carbono y el nitrégeno los macroel ementos indispensables son el
fosforo que se emplea comunmente en forma de &cido fosférico y el Mg como sul-
fato de magnesio, que también provee S. Finalmente son también necesarios el
Ca, Fe, Cuy Zn como elementos menores. Por g emplo, se ha establecido que S.
cerevisiae requiere 200 ug de Zn, 75 ug de Fey 12-15 ug de Cu por litro de medio
para crecimiento Optimo.

Un requerimiento esencial esta constituido por las vitaminas del grupo B co-
mo biotina, acido pantoténico, inositol, tiamina, pyridoxinay niacina. Existen sin
embargo algunas diferencias entre las distintas cepas. Entre las vitaminas men-
cionadas |a biotina es requerida por la casi totalidad de las mismas. L os requeri-
mientos cambian segun las condiciones de cultivo, ya que el aumento de la aero-
bisis disminuye los requerimientos de esa vitaminay el uso de urea como fuente
de nitrégeno los aumenta por la necesidad de biosintesis de 3 sistemas enzimati-
cos gue contienen biotina. Se ha estimado que los requerimientos de la biotina-
son de 100 ug de biotina por 100 g de azlicar suministrados para el crecimiento
de lalevadura. El acido pantoténico, que es un componente de lacoenzima A, es
también requerido por muchas especies, mientras pocas especies requieren inosi-
tol. Con respecto ala tiamina se ha demostrado que aumenta la actividad fer-
mentativa de lalevadura.

Finalmente debe mencionarse al 0, como otro requerimiento nutricional pa-
rala produccion de levadura. Como se establecid anteriormente se necesital g
de 0, parala produccion de 1g de levadura seca en el caso de crecimiento en con-
diciones optimas. El 0, se suministra con el aire que se inyecta en los medios du-
rante lafermentacion. Si existe limitacion de 0, no se puede alcanzar los rendi-
mientos Gptimos que como vimos deben estar cercanos a 100% del teorico.

Lavelocidad de transferencia de O, requerida depende del proceso empleado.
Si laméxima velocidad de alimentacion es de 10 g de azticar | ™* h™* se puede lo-
grar unaproductivided de 5g1°* h™ de materia seca, y paralacual serequiere
una velocidad de transferenciade 5 g de O21-1 h-1 que debe ser suministrada por
€l equipo. Ta como se menciond en el capitulo 7 se debe asegurar por lo tanto un
valor de coeficiente KL a que asegure esa valor de transferencia de oxigeno para
gue no exista limitacion por el oxigeno. En el ejemplo citado el valor de K. a nece-
sario esde 685 h™,

Cinética de crecimiento y rendimientos

L os valores normales de la vel ocidad especifica de crecimiento para levadu-
ras estén en el orden de 0,45 a 0,6 h™ como maximo.

Como en realidad se utilizan parala produccion de procesostipo batch ali-
mentado la cinética del proceso, ya considerada, predice un aumento de XV igual
a

XV = X Vo + Yo |, FS;t dt
donde los diferentes términos tienen el significado ya visto en €l capitulo 7.
En la practica comercial de la produccion de levadura, la alimentacion no es

constante sino que se realiza segun programas propios de cada industria. La
aplicacion de la ecuacién logaritmica para calcular p debe hacerse con precau-
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cién, ya que u no es constante sino que va disminuyendo en funcion del tiempo,
salvo en casos de alimentacion programada para mantenerla constante durante
interval os cortos con una finalidad especifica de calidad.

Larelacion entre la velocidad especifica de crecimiento y la concentracion de
sustrato puede ser representada por la ecuacion de Monod. Para S. cerevisiae se
ha establecido un valor de K, igual a 25 mg glucosal™*, siendo u dependiente de
la concentracion de sustrato por debgjode S=10K , osea250 mg |,

Laeficiencia de un proceso industrial de produccion de biomasa como es el
caso de lalevadura se mide fundamentalmente en base al valor Y /s, yadiscutido
con anterioridad en esta monografia. Los valores 6ptimos a partir de azlcares es
tén alrededor de 0.5 g de biomasa seca por g de azlcar asimilada. En el caso de
emplearse etanal, Y /s puede alcanzar valores de 0.78 a 0.80.

Con el aumento de la concentracién del sustrato puede aumentarse u pero
disminuye Y xs porque se favorece la fermentacion alcohdlica, aln en exceso de
0, segun el fenédmeno Crabtree ya mencionado anteriormente. Debido al mismo
rendimiento celular es funcién de u, y cuando esta es superior a0.2 el rendimien-
to celular baja. Es por ello que ese valor es raramente excedido en la practicain-
dustrial. Latemperatura 6ptima del proceso se ha establecido en 28.5 °C; ama-
yores temperaturas disminuye el rendimiento, probablemente debido a aumento
de energia de mantenimiento.

El rendimiento celular puede también afectarse por la presencia de inhibido-

res como S02, &cido aconitico y metales pesados o restos de herbicidas o bacteri-
cidas que pueden estar presentes en las melazas.

Produccién comercial de levadura prensada

La produccién comercial de levadura de panificacion esllevada a cabo en un
proceso a multiple etapa, de las cuales las primeras se realizan en batch, y las Ul-
timas en batch alimentado. Se han mencionado précticas comerciales de procesos
de 8 etapas que conducen a una produccion final de 100 toneladas de levadura
prensada en 2 semanas y otraen 5 etapas con una produccion comercial de 125
ton. en 65 h. Como aspectos esenciales de la produccion comercial, se deben con-
siderar el medio, €l proceso de produccion y las etapas de separacion, lavado y
empaguetado.

M edio de produccién

Como ya se mencion6 la materia prima elemental de eleccién eslamelazade
remolacha o de cafia 0 ambas en conjunto, cuando se las dispone.

L os aspectos fundamental es a considerar son la disponibilidad y la composi-
cion de la melaza incluyendo |a presencia de inhibidores o substancias extrafias
que pueden contener. En latabla 5 figura la composicion media de las melazas
de cafiay remolacha.

Lasacarosa es el azGcar predominante en ambas melazas. La materia orga-
nica no azUcares en la melaza de cafia estd compuesta fundamental mente por go-
mas solubles y acidos organicos sobre todo aconitico y compuestos nitrogenados.
En el caso de la melaza de remolacha los no azlcares estan constituidos por un
mayor porcentaje de compuestos nitrogenados como betainay écido glutdmico y
algunos é&cidos orgénicos como l&ctico, mélico, acético y oxalico. En las cenizas
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Tabla 5. Composicién media de melaza de caia y remolacha.

Melaza de Melaza de
Caia Remolacha

Materia Seca .....ccccovvvvvcccviniiiiiiccineins TB% s 74-78%
................................... 48 - 57%
Materia orgénica no azticares .................. 9-12% e 12 - 17%
Cenizas sulfatadas .........ccocerviiiirnninnnnn, 10-15% oo e 10 -12%

Azicares totales

04-0.13
0.2
5,800 - 8,000
50 - 100
5.4
0.4
1.3
20-45
400 - 600

predomina en ambas melazas €l K, teniendo mayor porcentgje de fosforo lamela-
za de cafia que la de remolacha.

Esinteresante comparar el contenido de las vitaminas de ambas melazas por
laimportancia que tienen estos compuestos en la produccion de levadura. Como
puede verse el contenido de bictina es superior en lamelaza de cafay el de pan
totenato de Ca en laremolacha. La melaza de remolacha tiene mayor cantidad
de compuestos nitrogenados asimilables. Es por ello que los fabricantes prefie-
ren, si tienen disponibilidad suficiente, utilizar mezclas de ambas melazas.

Con respecto a componentes extrafios (que pueden afectar el rendimiento) se
han detectado en las melazas algunos pesticidas en el caso de melazas de cafia
como lindane, aldrin, heptaclor, dieldrin, etc. en cantidades variables desde tra-
zas hasta 0.21 mgKg * en €l caso del lindane en melazas de cafias de Honolulu.

Las melazas se utilizan generalmente diluidas al 50%. Como |los compuestos
coloidales de la melaza de cafia pueden causar problemas en las varias etapas del
proceso de fermentacion, el mosto es casi siempre clarificado. La clarificacion
puede hacerse antes o después de la esterilizacion, que serealiza en la Ultima
etapa por inyeccion de vapor directa, ala presion atmosférica en la mayor parte
de los casos.

La clarificacion se realiza fundamentalmente con la ayuda de centrifugas in-
termitentes. Se han mencionado como ventajas de utilizar mostos clarificados
que lalevadura es mas facil para prensar y secar y que ademas, la clarificacion
probablemente facilitala transferenciade O, y reduce laformacion de espuma.

Lamelaza es deficiente en algunos macroelementos como N, P, S, Mg, y tam-
bién Zn en la mayoria de los casos, por |o cual es necesario su agregado alos
mostos. La cantidad de nitrégeno y fésforo a ser agregado depende de las
practicas comerciales. El nitrégeno puede representar entre el 6.5y el 10% dela
levadura secay €l P expresado como Px0s variaentre 1.5y 3.5%. Ambos valores,
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sobre todo el contenido de nitrdgeno, esta relacionado con el poder fermentativo y
la estabilidad de lalevadura en el amacenamiento. El nitrégeno que se suminis-
tra generalmente como agua amoniacal y el P como &cido fosforico, son alimenta-
dos durante el proceso de acuerdo a programas de alimentacién que dependen de
las practicas comerciales. El Mg, S, y Zn son incorporados en forma de sulfatos.
El MgS04 se suele incorporar arazén de 1 g de lasal heptahidrataday el Zn en
una proporcion de 10 mg del sulfato tetrahidratado por Kg de melaza a fermen-
tar.

Si se utiliza melaza de remolacha es indispensable agregar biotina, 1o que se
hace adicionando la droga pura o preferentemente, como es mas econémica, en
forma de destiobiotina. Es a menudo indispensable agregar tiaminay acido pan-
toténico.

Proceso de produccion a multiple etapa (Figura21)

Un proceso tipico de produccion comprende una primera etapa (E, ) que sere-
aliza en frascos conteniendo medios de melaza 0,de malta con un 5% de azlcares
durante 2-4 dias. A continuacion siguen 3 etapas consecutivas (E », Ez y E,) rea
lizadas en "batch" en condiciones estériles en fermentadores en escala creciente
hasta 30 m®, El tiempo de la etapa E2 es normalmente 24 y |as etapas siguientes
9-11h. El nimero de etapas a emplear depende de la cantidad de levadura a em-
plear en las etapas siguientes. La concentracion del sustrato inicial esta entre 5-
7.5% azUcares. El factor critico en esta etapareside en la necesidad de emplear
medios estériles para evitar contaminaciones prematuras que pueden perjudicar
|as etapas posteriores.

L as etapas siguientes E;s Y E¢ se realizan empleando €l sistema de "batch”
alimentado y en condiciones de alta aireacion y con €l mosto de melaza que ha si-
do sometido a un cocimiento a 100 °C. Algunos fabricantes utilizan €l inéculo
proveniente de la E4 para sembrar un Unico fermentador, realizando asi sola-
mente una etapa (Es), siendo larazon principal de este procedimiento la necesi-
dad de limitar al maximo la contaminacién que se puede producir en la etapafi-
nal. También por ese motivo cuando se realizala etapaE ¢, la anterior (Es) suele
realizarse amenor pH, entiempos cortosy altos valores de velocidad de creci-
miento a expensas del rendimiento. La eta-
pa final, que eslallamada comercia se
conduce para aumetar la capacidad leudan-
te, la estabilidad en el almacenamientoy
maximizar también el rendimiento. Todo
esto se logra manipulando algunos parame-
troscomo el pH, aireaciony velocidad de
alimentacion del medio. Esta Gltima es par-
ticularmente importante, existiendo varios
programas de alimentacién que tienen que
considerar ademas de maximizar el rendi-
miento, la calidad de la levadura a obtener
relacionada con el poder fermentativoy la
estabilidad.

En laFigura 22 se observan algunos

Tiempo programas de alimentacion de la melaza
Figura 22. Diversos sistemas de ali- utilizados en la industria-. Para alcanzar

mentacién de mostos de melazas uti-  rendimientos aceptables, que pueden ser
lizados en la industria. cercanos a 0.5 g por g de azlcar, la concen-

Velocidad de alimentacion (F. Sy)
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tracion de la fuente de carbono debe mantenerse debajo de ciertos limites (menor
a0.16 g™*) paraevitar la produccién de alcohol. El tiempo de proceso parala tl-
tima etapa puede variar entre 10 y 20 h durante el cual la poblacion de levadura
puede multiplicarse entre 6 y 7 veces. Un proceso correctamente conducido debe
facilitar o que se denomina "maduracion” de lalevadura, que se logra mante-

niendo el mosto fermentado una hora mas después del agregado de nutrientes
con una aireacion muy suave. Durante este periodo, los sustratos no empleados
hasta ese momento son asimilados, y las células con brotes completan su desa-

rrollo.

Separacion, lavado y empaguetado

Al final de la etapa de produccion comercial las células de levaduras son se-
paradas por centrifugacion y lavadas en una o mas etapas. L as operaciones de la-
vado son realizadas para reducir los sdlidos no debidos a levaduras que pueden
dificultar lafiltracidén y oscurecer el color de lalevadura prensada. La eficiencia
del sistema de lavado esta determinada por la concentracion de los solidos de |le-
vadura, la cantidad del agua usaday €l contenido de solidos del agua de dilucién
gue tiene importancia cuando el agua de lavado se utiliza en contracorriente ala
cremade levadura

El proceso de separacién produce una crema de levadura ligeramente colore-
ada conteniendo hasta 22% de s6lidos debidos a células y practicamente libres de
otros materiales. La crema es almacenada en tanque agitados a 2-4 °C con gjus-
tede pH a2.5-35.

Como lamayor parte de la levadura se vende como levadura prensada conte-
niendo entre 27 y 30% de materia seca, es hecesario realizar una etapa de deshi-
dratacion de la crema (que contiene un 18-22% de sdlido) hasta esos valores, |o
gue se efectla con filtros prensas o filtros rotatorios. Finamente lalevadura es
extrudada en forma de panes de peso variable segun las exigencias del mercado,
gue son envueltos en papel celofén o en otro tipo adecuado de papel.

Otraforma de terminar el proceso de produccion es someter lacremade le-
vadura a un filtrado y extrudado para producir particulas de 0.5 a2 mm que son
secadas en equipos de lecho fluidizado, |o que da origen alas llamadas levaduras
secas activas o levaduras instantaneas con bajo contenido de humedad, que se
envasan al vacio o en atmasfera de nitrégeno y que pueden conservarse por peri-
odos prolongados a temperatura ambiente.

Control decalidad

La levadura prensada producida por el proceso descripto debe cumplir con
las exigencias impuestas al cual esta destinada, o sea parala panificacion. La
funcién fundamental que debe cumplir es levar las masas preparadas con harina
y conservar esas cualidades durante un tiempo adecuado.

Existen diversas técnicas de control que se utilizan para verificar la calidad
de lalevadura comercial. Todas se basan en la preparacién de una masa con ha-
rina, aguay sal, ademés de levadura. En algunos casos se mide el tiempo en mi-
nutos que tarda en levar una masa preparada en una mezcladora en condiciones
estandarizadas, que es colocada en un molde atemperatura de 30 C tomando co-
mo referencia un tope gue esta conectado a una alarma que suena cuando es al-
canzado por la masa.
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En otro tipo de técnica mejor cuantificada se mide el volumen de CO, des-
prendido en condiciones controladas, a 120 y 165 minutos después de colocar la
masa en un balén conectado a una bureta donde se va almacenando el CO, des-
prendido.

Para evitar las diferencias entre las distintas harinas y tratar de lograr re-
sultados més reproducibles la lUPAC sugirié un método basado en la utilizacion
de una mezcla de almidén y goma garrofin (proveniente del fruto de la Seratonia
siligua) en lugar de harina. Otro ensayo importante esta relacionado con el tiem-
po que lalevadura conserva sus caracteristicas, que se mide manteniendo el pan
de levadura en estufaa 30 °C.

L ecturas recomendadas:

1. Comprehensive Biotechnology. The practice of Biotechnology: Current Commodity Pro-
ducts. Volume 3. Ed. Harvey W. Blanch, Stephen Drew and Daniel Wang. Pergamon
Press (1985)

2. Progressin Industrial Microbiology. Vol 23. Ed. M.R.Adams. Elsevier (1986).

3. Microbial Technology. Voal. |, 2da. Ed. H.J.Peppler y D. Periman. Academic Press
(1979).
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Capitulo 9

PRODUCCION DE PENICILINA

Introduccion

L os antibidticos son por definicion moléculas con actividad antimicrobiana,
gue incluyen una gran cantidad de compuestos pertenecientes a diferentes fami-
lias quimicas. Son metabolitos secundarios, producidos en la mayoria de los casos
después de la fase de crecimiento. L os primeros procesos parala produccion de
penicilina, que fue el primer antibidtico conocido, implicaban el crecimiento de
Penicillium notatum sobre la superficie de un medio liquido (Czapek-Dox-gluco-
sa). El periodo de incubacién era usuamente de 6-12 dias y posteriormente la pe-
nicilina se extraia con solventes previa separacion del micelio.

Lahistoria de las innovaciones en la produccién de penicilina comenzé en
1945 con el descubrimiento de una nueva especie, P. chrysogenum, la cual permi-
tié incrementar los rendimientos del producto y trabajar en cultivo sumergido
empleando lactosa como fuente de carbono y energia, y agua de macerado de ma-
iz (corn-steep liquor) como fuente de nitrégeno. De esta época es también el ha-
[lazgo de que precursores tales como el fenilacetato incrementan los rendimien-
tos del antibidtico, produciéndose en este caso predominantemente penicilina G
en lugar de una mezcla de distintos tipos.

En la Figura 23 se muestra un esquema de la biosintesis de penicilina. Las
distintas penicilinas son producidas a partir de P. chrysogeizuin por adiciéon de
una apropiada cadena carboxilica en cantidad adecuada en el medio de cultivo,
pero solamente tienen valor terapéutico lapenicilinaGy laV. Ambas tienen un
espectro y actividad similar, pero lapenicilinaV es mas estable a pH &cido, lo
gue permite su administracion por viaoral.

La produccién de penicilina como otros procesos biotecnol 6gicos esta domina-
da por su aspecto competitivo entre los grandes laboratorios productores, que re-
alizan permanentes esfuerzos de mejoramiento en cada area del proceso: cepa,
fermentacién y separacion. El proceso a grandes rasgos implica el cultivo de P.
chrysogenum en reactores de volumen creciente hasta una escala de 500.000 1,
separacion del micelio por filtracion y extraccion del antibiético del caldo, segui-
da por lacristalizacién o precipitacion acida del mismo.

Cepas, medios de mantenimiento e indcul os

Normalmente la cepa de produccién es mantenida como esporos, liofilizados
0 en nitrégeno liquido. Otra alternativa es mantener el desarrollo vegetativo en
N, ligquido o congelado a-70 °C.

Antes de comenzar un proceso a partir de un cultivo, el operador debe reali-
zar una exhaustiva evaluacion que asegure el mantenimiento de las caracteristi-
casdelacepa, lo cual implica determinar el grado de esporulacion, la productivi-
dad y caracteristicas morfoldgicas, lo que incluye ensayos en agitadoresy en fer-
mentadores de laboratorio.

Muchos son los factores que se asocian en la sintesis de antibi6ticos, tales co-
mo esporulacion, velocidad de crecimiento y niveles de intermediarios, todos los
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L- O - Aminoadipato (L - AAA)
,/‘L' CyS
L-AAA - L-Cys

'/-L'Val

L- AAA - L- Cys - D-Val (LLD- Tripéptido)

Isopenicilina N

i}

Acido 6-aminopenicilanico (6 - APA)

Fenilacetato\‘ /Fenoxlacetato

Penicilina G
Penicilina V

Figura 23. Ruta biosintética de la formacién de penicilina en
P. chrysogenum.

cuales son regulados de una manera compleja por muchos genes. Esto puede. ser
el motivo por el cual las mutaciones con agentes fisicos (luz UV, rayos X) y quimi-
cos, han tenido un gran éxito en el mejoramiento de cepas. Entre 1950y 1980 la
concentraciéon de penicilina obtenida fue incrementada desde 1000 U ml * acerca
de 60.000 - U ml~* (0.5 a35 mg ml™*), Este mejoramiento fue posible no solamen-

te por modificaciones en la cepa, sino también por la tecnologia del proceso, como

laingenieria de aireacion y sistema de mezclado en fermentadores, alimentacién

continua de glucosa, empleo de electrodos de pH para el control del mismo, y uti-
lizacion del sistema continuo.

L as técnicas genéticas se han utilizado de dos formas para el mejoramiento
del proceso. En primer lugar el empleo de mutantes blogueados ha permitido el
conocimiento de las rutas biosintéticas y de apropiadas ténicas de seleccién. En
segundo lugar, las técnicas de fusion de protoplastos y procesos parasexuales fa=
cilitaron la obtencién de recombinantes con rendimientos superiores alos de las
cepas originales y con expresiones estables. Ademas esto permitio la obtencion de
organismos productores de nuevos antibiéticos.

El empleo de técnicas de mejoramiento genético posibilito entonces el au-
mento de rendimientos y la obtencion de nuevas cepas que no producen pigmen-
tos, lo cual ha sido de gran importancia en las etapas de extraccion y purifica-
cion.

Otro aspecto importante en el mejoramiento de cepas se refiere ala morfol o-
giacelular. En este sentido, si bien es conocido que la morfologia de un hongo en
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cultivo sumergido puede ser controlada por €l nivel deindculoy por el medio, es
posible influir sobre la misma por alteracion del genotipo. Asi se han selecciona-
do cepas de P. chrysogeytum, que dan menor viscosidad en |os caldos, incremen-
tando la transferencia de oxigeno. L as técnicas de recombinacion tienen unacier-
taventaja sobre las de mutacion y seleccién, porque en este caso se deben estu-
diar un menor nimero de mutantes.

L as etapas de desarrollo del indeculo se llevan a cabo a 25 °C en erlenmeyers
y fermentadores agitados. L os medios empleados en estas etapas incluyen "corn
steep liquor" como fuente de nitrégeno, glucosa o sacarosa 2% (p/v), carbonato de
calcio 0.5 - 1% (p/v) como "buffer" y sales inorganicas. Cuando la fuente de carbo-
no empleada en la escala de produccion es la lactosa, se laincluye a menudo en
la etapa final con glucosa o sacarosa, de formade inducir la B-galactosidasay
permitir asi unarapidainiciacion del proceso en el fermentador de produccién.

Requerimientos nutricionales y especificos

Ademas de glucosay lactosa, Peiticillittm chrysogenum puede utilizar una
gran variedad de fuentes de carbono y energia. Alternativamente se han usado
sacarosa, almidon, dextrinas, melaza, aceites vegetales y animales, etanol y gli-
cerol.

Un medio de cultivo en sistema batch puede contener entre30y 40g. 1™ de
lactosa, en tanto que si se emplea un cultivo con alimentacion de fuente de carbo-
no, se puede utilizar glucosa o melaza a una concentracion final de 100 g 17,

La principal fuente nitrogenada empleada hasta la década del 70 fue "corn-
steep liquor" debido a que aumentaba los rendimientos del antibiético probable-
mente al suministrar compuestos como aminoacidos, factores de crecimiento,
precursores de la cadena lateral, ademés de elementos trazas. Sin embargo, dada
lavariabilidad del producto entre distintas partidas, |os problemas de suminis-
tro, y también debido alaintroduccion de precursores especificos de la cadena la-
teral, las industrias buscaron reemplazarlo. L os productos alternativos son la ha-
rina de semilla de algoddn, extractosy peptonas, y la harina de soja. Sin embar-

go en algunos casos estos productos son igualmente variables y tanto o més ca-
ros.

En 1976 se demostré laimportancia de un suministro continuo de amonio
(por aimentacion con (NH4)2S04), que permitiese mantener niveles del mismo
de aproximadamente 20 mM. Trabajando en cultivos alimentados y modificando
larelacion nitrégeno/carbono en la alimentacion, se comprobd que cuando el cul-
tivo estaba limitado en nitrégeno cesaba la produccién de penicilinag, la cual se
restablecia al ser lafuente de carbono la limitante. El requerimiento de grandes
cantidades de NH ,+ podriareflegjar su necesidad parala sintesis de glutamato, €l
cual es requerido para producir valinay cisteina.

El azufre se incorpora como (NH ),S0,, y con lafuente de nitrégeno organica
(extractos, peptona). El fosforo en formainorgénica se adiciona como sales de fos-
fato y se aconseja mantener su concentracion entre 250y 500 mg 1" con alimen
tacion continua. Ademas se debe tener en cuenta que el "corn-steep liquor” es
una fuente importante de fosforo.

Si se desea obtener un determinado tipo de penicilina, se debeincluir inicial-
mente, o bien por alimentacion en los medios, una cantidad relativamente gran-
de de precursor. El requerimiento tedrico de fenilacetato sddico, es0.47 g g* de
penicilina G &cida, y de fenoxiacetato de sodio, 0.50 g g™ de penicilinaV &cida.
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Es aconsgjable efectuar una alimentacion continua de estos componentes para
evitar latoxicidad de los mismos sobre la cepay la hidroxilacion por accion del
organismo.

Par ametr os de produccion

La cantidad de penicilina obtenida en un fermentador (PV) esfuncién dela
concentracion de células (X), de la velocidad especifica de produccion de penicili-
na(q,), del tiempo de fermentacion (t) y del volumen de medio de cultivo (V).

PV = Py V, + I:f qp XV dt (1)
(o]

donde P = concentracién de penicilinaal tiempo t¢

P, = concentracién inicial de penicilina

velocidad especifica de produccion de penicilina
(unidades mg™* h™*)

L
PUX
t =tiempo deinoculacion
ty =tiempo de cosecha
V, =volumeninicia

V =Volumen al tiempo t

Evidentemente el objetivo es alcanzar altosvaloresde X y deq .

Desde 1950 la velocidad de produccion de las cepas (g, X) se haincrementa-
do 40 veces (desde 10 unidades ml* h™* @400 unidades ml™* h™*).

Entre los factores que afectan ¢, setienen el pH, latemperatura, laairea-
ciony lavelocidad especifica de crecimiento. El pH éptimo debe ser mantenido
alrededor de 6.5, lo cual permite ademas minimizar la hidrélisis de penicilinaa
acido peniciloico. Se debe tener en cuentaque el pH puede no ser constante debi-
do aque €l valor optimo para crecimiento puede ser diferente del de formacion de
producto.

L os pocos estudios realizados con respecto a latemperatura indican que el
valor dptimo para crecimiento es de aproximadamente 30 °C, en tanto que €l 6p-
timo de produccion oscila entre 20 y 25 °C. Para un proceso "betch” latemperatu
rapuede variar entre 23y 28 °C, en tanto que para el "batch" alimentado esava-
riaciéon estdentre 25y 27 °C.

Laaireacion presenta un problema especial en esta fermentacién, debido a
gue al incrementarse la biomasa, y por consiguiente lademanda de 0 ,, aumenta
también la viscosidad del medio, lo cual crea unaresistenciaimportante parala
transferencia de oxigeno. Por |o tanto puede ocurrir que por encima de un cierto
valor de X el suministro de oxigeno pueda ser insuficiente para mantener un q,,
maximo por un determinado tiempo. Para superar estos problemas se puede in-
crementar la potencia de agitacion, el caudal de aire, la presion dentro del reac-
tor, cambiar las condiciones de cultivo o incluso trabajar con cepas modificadas
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que no aumenten la viscosidad. Todo esto indicala necesidad de un adecuado
manejo del proceso y del disefio del reactor.

En un cultivo "batch" lavelocidad especifica de produccion de penicilina al-

canzavalores altos al final del crecimiento exponencial, cayendo posteriormente
como se muestra en la Figura 24.
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Figura 24. Obtencién de penicilina en sistema “batch”. Variacién de
X (#) y qp (x) en funcién del tiempo.

Si la produccién se opera en sistema "batch” alimentado el objetivo es obte-
ner tanta biomasa como sea posible (término X de la ecuacién 1) la cual deberia
producir penicilina a una alta velocidad especifica (gp en ecuacion 1) por el mayor
tiempo posible. Se ha obseryado que el maximo valor de q, es de aproximada-
mente 15 unidades por mg = h'*, el cual se alcanza al comienzo de lafermenta-
cién y luego declina. Por otra parte los productores obtienen alrededor de 60.000
unidades ml ™ en 200 h de proceso, |o que significa una productividad media de
300 unidades mlI™* h™*, Por lo tanto si la méxima biomasa alcanzada es de 50 mg
ml~* paraun g, de 15 unidades mg™* h™*, la méxima productividad deberia ser
de 750 unidades ml~* h™*, lo que indica que el promedio obtenido es menos de la
mitad del maximo. Lo expuesto indicalaimportancia de mantener un g, elevado.
En este sentido se ha determinado como influye sobre este valor, lavelocidad es-
pecifica de crecimiento.

El valor de u paralafase de produccion, tiene un limite superior, el cua si es
superado, la biomasa requiere un exceso de oxigeno que lleva a una disminucién
deq,, s existe unalimitacion del mismo en el reactor. El limite inferior de u pa
ralaproduccion varia con la cepa utilizada.

En sistemas de cultivo con alimentacién con glucosa, el valor de g, variali-
nealmente con y hasta una velocidad de alimentacion de glucosa cuyo valor osci-
la alrededor de 0,33 m moles de glucosa (g biomasa) ™* h™*, el cual corresponde a
unu de0,015h* A mayoresvalores de velocidad de alimentacion u seincre-
menta linealmente pero g, permanece constante (Figura 25). El valor minimo de
u debajo del cua g, desciende linealmente con u se denomina u critico (uc). No se
conocen con precision las causas de esta disminucion.
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El problema por lo tanto es determi-
nar qué factores de la biomasa o del en-
torno limitan el valor deq  paratratar
de superarlos. Si el oxigerio es el limi-
tante del crecimiento, se demuestra una
relacion lineal entre el valor deu y la
vel ocidad especifica de consumo de oxi-
geno (go2). De lo anteriormente expues-
to se deduce que durante lafase de pro-
duccion o crecimiento lento en un siste- Ue
ma de produccién industrial "batch” ali- ! l !
mentado (la glucosa es el sustrato limi- 0.01 0.02
tante) se deberan mantener valores ade- WU n=1)
cuadqs deu y q02 para lograr un Yo Figura 25. Relacién entre la velocidad
apropiado. espécifica de produccién de penicilina y la

Paralamayoriade lasfermentacio-  velocidad especifica de crecimiento.
nesindustriales el u de produccién es
menor de 0.01 h™*. Se debe cuidar en esta fase no tener un exceso de glucosa de-
bido a que el mismo puede ocasionar unainhibicion de la actividad o de la sinte-
sis de enzimas involucradas en la biosintesis de penicilina. A pesar de que lali-
mitacion de hexosa disponible es esencial para el éxito del proceso, €l valor deu
puede ser controlado por otros nutrientes, habiéndose demostrado que la eleccion
del nutriente limitante (oxigeno, fésforo, sulfato, amonio, magnesio) tiene un
efecto marcado sobre el metabolismo energético.

Larelacion entre d, y u podriaindicar la necesidad de prolongar un estado
fisiol6gico particular de las células. Se ha comprobado por estudios en cultivo
continuo que existe una correlacién entre la vel ocidad especifica de crecimiento y
lamorfologia celular, la cual corresponde a un estado fisiol 6gico determinado.
Para un valor de p mayor de 0,023 h ™ se observa solamente crecimiento vegeta-
ti}éq, en tanto que debajo de 0,014 h™* comienza atener lugar laformacion de co-
nidias.

Debido a que bajas velocidades de crecimiento son de gran importancia en
muchos procesos fermentativos, es una necesidad dilucidar para esos casos que
funciones celulares tienen lugar. Luego, se podria estabilizar la funcion deseada,
como produccion de peniciling, por periodos prolongados de tiempo. Un valor mi-
nimo de u podria indicar también la necesidad de reemplazar células vigjas o al-
terarjas, las cuales han perdido irreversiblemente su capacidad de sintesis de pe-
nicilina.

Laduracién de la fermentacion de penicilina puede estar limitada por la ca-
pacidad de transferencia de oxigeno del reactor. Como ya se indico, en algin mo-
mento la concentracion celular puede exceder el suministro de oxigeno necesario
paramantener un valor alto de g, y lasintesis disminuye.

En algunos procesos |a presencia de téxicos, inhibidores o factores no conoci-
dos pueden causar una disminucién en el valor de gp, sobre todo al final delafa-
se de produccion.

-
=)
I

o
%]
|

qp (unidades arbitrarias)

o

Tecnologia del proceso

Latecnologia de produccién de penicilina presenta a nivel comercial aspectos
particulares que son mantenidos en reserva por los productores, a pesar de que
existe abundante bibliografia en el tema. Un esquema del proceso se observaen
la Figura 26.
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La produccién de penicilinaG o V esllevada a cabo por fermentacién en me-
dios liquidos, empleando reactores cuyo volumen oscila entre 40,000 y 500,000 1.
Este proceso es aerébico y en general se emplea unarelacion de 0,5 - 1,0 volume
nes de aire (volumen de liquido) ™ min!. En unafermentacién de penicilina tipi-
ca, lamayoria de lamasa celular es obtenida durante las primeras 40 horas de
fermentacion, a partir de uninéculo de 10% (v/v) de un cultivo vegetativo de 20 g
1”1, Luego € crecimiento continGa aun valor minimo de p, €l cual se debe regular
Si se quiere mantener un gp elevado.

Durante la fermentacion se debe controlar si el suministro de oxigeno es el
requerido para mantener el valor deseado de q,. Otro parametro importante esla
temperatura, y en este caso €l disefio y operacion del reactor esimportante por el
calor generado por €l crecimiento y la agitacion.

L os agitadores utilizados son en general de tipo turbina. La potenciaintrodu-
cidaal cultivo esdel ordende 1 - 4 W 1", Durante el proceso se controla latem-
peratura, caudal de aire, velocidad de agitacion, pH y velocidad de agregado de
nutrientes. La duracion de la etapa de produccion en el caso de operarse un siste-
ma "batch" alimentado es del orden de las 200 h.

Actualmente la extraccion con solventes es la base para la separacion y puri-
ficacion de la penicilina. El primer paso consiste en separar €l micelio del medio
de cultivo empleando un filtro rotatorio a vacio tipo cilindrico. El filtrado rico en
penicilina es luego enfriado en un intercambiador de calor a0 - 4 °C con €l objeto
de disminuir la degradacion enziméticay quimica durante las etapas de extrac-
Cion posteriores.

Laspenicilinas Gy V son acidos fuertes (pKa entre 2.5 - 3.1). Las formas é&ci-
das son solubles en muchos solventes organicos y se pueden extraer con un alto
rendimiento en acetato de amilo o de butilo a pH 2.5 - 3.0. La extraccién se puede
realizar en operaciones continuas, a contracorriente en extractores centrifugos
en etapas multiples, atemperaturas de O - 3 °C. Otra posibilidad es el empleo de
mezcladores estéticos o decantadores, |os cuales tienen en menor costo de inver-
sion.

Se debe tener en cuenta que tanto la penicilina G como laV se degradan en
medio acido con una cinética de primer orden a unavelocidad proporcional ala
temperaturay reciproca con respecto a pH. Esto hace que lavida media en con-
diciones de €ficiente extraccion en medio acido sea muy reducida. Sin embargo
como laformaV en tales condiciones es més estable que la G, si €l objetivo es ob-
;:SIer 6-amino penicilanico (6-APA) la produccién de penicilinaV es mas aconse-
jable.

Laextraccion de penicilina se puede realizar en una o més etapas sucesivas,
con una acidificacion del caldo filtrado con H,SO, 0 H;PO, al 10% P/V y con €l
agregado de un agente surfactante (0,003 - 0,1% P/P, en el solvente), realizando-
se laextraccion y concentracion en extractores centrifugos. Dependiendo de las
especificaciones de uso final, el solvente conteniendo penicilina se puede tratar
con carbdn para separar pigmentos y otras impurezas. Esta etapa actualmente
no se realiza debido alas bgjas impurezas de los caldos y alos altos rendimientos
obtenidos.

Lacristalizacion se puede realizar desde lafase acuosa si se desea, siendo los
valores criticos las concentraciones de sodio o potasio, |atemperatura, la concen-
tracion de penicilinay €l pH. En caso de hacerse |a cristalizacion a partir de un
solvente se requiere también un exceso de Na™ o K™, siendo los cristales recupe-
rados en un filtro rotatorio a vacio. Estos cristales son lavados y presecados con
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un solvente volatil que también separaimpurezas coloreadas. El secado definiti-
vo se puede realizar con aire caliente, vacio o calor radiante.

LapenicilinacristalinaG oV asi obtenida puede ser empleada como tal o co-
mo intermediario que es convertido a 6-APA para obtener nuevas penicilinas se-
misintéticas, cuidando en todos los casos que |os productos deberan tener un gra-
do farmacéutico. El &cido 6-APA puede ser obtenido por via enzimatica (penicilin
acilasa) o quimica; sin embargo todas estas etapas escapan al alcance de esta
monografia, por lo tanto se remite al lector interesado alabibliografia.

Economia del proceso

Se atribuye un 80% del costo de produccion de penicilinaal proceso de fer-
mentacion y un 20% a las etapas posteriores de extraccion y purificacion. A su
vez en el proceso fermentativo, un elevado porcentaje en los costos corresponde
a medio de cultivo, en el cual laglucosa es el componente de mayor valor. El mé
ximo rendimiento mencionado en esta fermentacion es aproximadamente 0.1 g
de penicilina por gramo de az(car. El balance de materia paraglucosaes el si-
guiente:

glucosa = consumo para CONsSUMo para energia consumo para
consumida biomasa + de mantenimiento  + penicilina

Podemos entonces escribir |a siguiente ecuacion:

pX qp X
+
Y’x/s Y’p/s

donde Y 'ps es el rendimiento en producto que se abtendria cuando no hay creci-
miento ni mantenimiento, y los demés términos tienen el significado ya mencio-
nado. Se ha estimado que de la cantidad total de glucosa consumida, €l 20% se
utiliza en laformacién dé biomasa, el 10% para la produccién de penicilina, y el
resto, o sea el 70% para mantenimiento.

El valor de vy, se puede estimar tedricamente mediante el conocimiento de
la ruta biosintética que conduce al producto. En el caso de la penicilinael valor
maximo teorico posible hasido calculado en 1.1 g de penicilina gt de glucosa

Tomando en cuenta el elevado consumo de glucosa para mantenimiento es
evidente que deben realizarse todavia estudios fisiol 6gicos con el objeto de redu-
Cir ese porcentgje.

En 1980 la produccion mundial de penicilina alcanzo las 17,000 toneladas
con un valor estimativo de 380 millones de délares. Estos dos valores son mayo-
res que los de cualquier otro antibiético y no son fijos sino que la produccion tiene
una significativa velocidad de crecimiento anual. Esto se debe a su baja toxicidad

y la posibilidad de modificar quimicamente la molécula, |o cual incrementa su
utilidad.
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A pesar de los avances logrados, muchos problemas fundamental es sobre el
control de lafermentacion de penicilina permanecen todavia sin resolver. Las fu-
turas mejoras en la produccién deberian considerar:

El aumento de gp max y la biomasa (X), la disminucién de uc, lainhibicién de
la hidrdlisis de la penicilina, la disminucion de la viscosidad de los caldos y del
porcentaje de carbono destinado a mantenimiento, la obtencidn de cepas con fe-
notipos y productividad estables, y finalmente el mejoramiento de los sistemas
de operacion como €l batch alimentado y el continuo.

L ecturas recomendadas:

1 Comprehensive Biotechnology. The practice of Biotechnology: Current Commodity Pro-
(igggs Vol. 3. Ed. Harvey W, Blanch; Stephen Drew, Danfe’?lc. Wang. Pergamon Press,

2. Microbial Growth. Benchmark Papersin Microbiology. Ed, P.S.S. Dawxon. Dowden,
Hutchinson-Ross, Inc. Pennsylvania, 1974.

3. Microbial Technology. Microbial Processes. Second Edition/Volume . Ed. H.J. Peppler
and D. Perlman. Academic Press, N. Y., 1979,
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Capitulo 10

TRATAMIENTO DE EFLUENTES

El problema de los efluentes industriales y cloacal es esta intimamente rela-
cionado con la contaminacidn ambiental, ya que constituye una de sus causas. La
denominacion de efluentes industriales se aplica a un conjunto muy variado de
residuos que se obtienen como consecuencia de la actividad industrial.

Con el aumento de la poblacion y las necesidades creadas se fueron multipli-
cando los problemas que ocasionan |os residuos generales, que |6gicamente van
en aumento con aquélla. No solo es el incremento |6gico de las aguas cloacales si
no también de los residuos industrial es, que puede decirse son el castigo pagado
por una nacion industrializada y la consecuencia de la civilizacion y su demanda
por una alto standard de vida. Esto no es, por supuesto, un argumento contrala
industrializacion, sino una consecuencia obligada de ella que hay que reconocer,
y que fundamentalmente proviene de lafalta de prevision al no incluir en lasin-
versiones iniciales la planta de tratamiento de efluentes.

L as industrias pueden generar residuos liquidos, solidos o gaseosos. Aunque
estos Ultimos ocasionan problemas graves como es el caso de gases muy toxicos
como el anhidrido sulfuroso o el acido cianhidrico, los efluentes liquidos y solidos
son los que tienen mayor interés parala Microbiologia Industrial, dadas las posi-
bilidades que ofrecen los métodos biol dgicos para el tratamiento o aprovecha-
miento de los mismos.

Aunque existe una diferencia importante entre las aguas cloacales y los
efluentes liquidos de la industria, el enfoque del problema es similar, ya que es
necesario en ambos casos reducir a limites bien determinados el contenido de
materia organica de los mismos antes de que esos | iquidos puedan ser arrojados
a una corriente de agua.

L as aguas cloacales o efluentes domiciliarios estan constituidos por una mez-
cla muy variada de sustancias y de microorganismos.

L os efluentes industriales liquidos difieren de las aguas cloacales en que ge-
neralmente contienen muy pocos microorganismosy un nidmero limitado de sus-
tratos o a veces uno solo. Las diferencias de poder contaminante entre un efluen-
te industrial y una agua cloacal, que estan directamente relacionadas con el con-
tenido de materia organica que es medido generalmente en términos de demanda
de oxigeno biolégica (DBO) o quimica (DQO), pueden ser muy considerables. Si
comparamos val ores conocidos de algunos efluentes, como una vinaza de destile-
ria, suero de queserias o alpechin (un residuo de laindustria del aceite de oliva)
que presentan valores de DQO de 70,000, 35,000 y 150,000 mg | * respectiva-
mente, con las aguas cloacal es que suelen tener valores de 120 a300 mg 1™ pue-
de visualizarse la magnitud del problema que presentan algunos efluentes de la
industria para su tratamiento.

En base a la cantidad de materia organica que se desecha, es interesante
comparar el poder contaminante de unaindustria con el de una poblacién en va-
lores de nimero de habitantes equivalentes. Considerando que el poder contami-
nante de un habitante es de 70 g por diade DBO, y tomando como e emplo un
efluente que tenga 35 g 1™+ de DBO como el suero de queso, con un volumen dia-
rio de ese efluente en una fabrica de queso de 1,000.000 litros, decimos que el
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grado de contaminacion equivale a una poblacion de 500,000 habitantes, 1o que
da unaidea muy clara de la magnitud de la contaminacion ambiental que puede
producir una solafébricasi no se utiliza ese efluente.

L as soluciones que pueden aplicarse pararesolver e problema de la contami-
nacion ambiental derivados de los efluentes industriales, que son los mas perju-
diciales, pueden ser: 1) Modificacion de operacionesy procesos en las plantas in-
dustriales, compatibles con la produccién y calidad de los productos a obtener,
con €l objeto de disminuir o minimizar los volimenes de los efluentes o la concen-
tracion de materia organica en las descargas. 2) Tratamiento de los efluentes por
métodos fisicos, quimicosy biolégicos, con €l fin de reducir laDBO de los mismos
hasta los limites fijados por |as reglamentaciones vigentes. 3) Aprovechamiento
integral o parcial de los efluentes para recuperar productos valiosos, que ofrez-
can alguna rentabilidad interesante. Como la primera solucion no corresponde
por lo general al campo de la Microbiologia Industrial, trataremos solamente los
aspectos relacionados con las otras dos en relacion con los métodos biol dgicos.

Paratal fin, es conveniente considerar primero los aspectos fundamentales
del tema para desarrollar después los métodos de tratamiento, la metodol ogia
para determinar la calidad del efluente, |os métodos de aprovechamiento, y final-
mente la estrategia general para encarar €l problema de la contaminacion.

Aspectos fundamentales del tratamiento de efluentes

Dada la complgjidad que presentan muchos efluentes por su composicion qui-
micay la presencia de organismos diversos en lamayor parte de los casos, es
conveniente para el estudio racional del tratamiento considerar varios aspectos
fundamental es como ser: a) Interacciones microbianas; b) Reacciones biolégicas
fundamentales; ¢) Estequiometria; y d) Relaciones cinéticas basicas. El conoci-
miento de estos aspectos en conjunto con la naturaleza de |os sustratos presentes
en los efluentes contribuyen en forma integrada al mejor disefié del proceso y
operacion de los distintos tipos de tratamiento.

I nteracciones misrobianas

Como ya se dijo, el objetivo primario del tratamiento de un efluente es elimi-
nar la materia organica presente y esto se lografacilitando €l desarrollo, en con-
diciones naturales, de poblaciones microbianas y no un microorganismo en espe-
cial. Aunque existe la posibilidad de una siembra sel eccionada en ciertos casos de
tratamientos, se debe considerar casi siempre que existen poblaciones mixtas o
poblaciones microbianas heterogéneas que son términos equivalentes. Las pobla-
ciones microbianas son usualmente una mezcla muy compleja de diferentes géne-
rosy especies de bacterias, hongosy protozoarios. La concentracién de los compo-
nentes biol 6gicos de estas poblaciones esta l€os de ser constante, ya que hay

fluctuaciones en el tiempo que pueden ser muy drésticas. Aungue los procesos de
tratamiento biol 6gicos pueden tolerar ciertas variaciones existen limitesalas

mismas que producen fracasos en el proceso cuando son excedidas.

L as principal es interacciones que ocurren entre las diversas especies micro-
bianas son: 1) Competicion, que se refiere, como el nombre lo indica, a una com-
petencia en el uso de un determinado nutriente. 2) Predacion, que ocurre cuando
un organismo se alimenta de otro, cuando uno ingiere a otro como sucede en €l
caso de una ameba o un protozoario que ingiere a células de levaduras o de algas.
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3) Parasitismo, cuando uno se aprovecha o vive a expensas de otro que general-
mente muere. 4) Comensalismo, cuando dos organi smos viven simultaneamente
sin beneficiarse ni molestarse. 5) Mutualismo, cuando dos organismos se benefi-
cian mutuamente, y 6) Amensalismo, que se refiere al caso de la excrecion de un
factor, por parte de un organismo, que es dafiino para el otro, como es el caso de
laformacién de un antibidtico por un hongo que inhibe el desarrollo de una bac-
teria

Estudios anivel de laboratorio de cultivos mixtos de Saccharomyces cerevi-
siae, Proteus vulgaris y Bacillus polymixa han demostrado que presentan 3 tipos
de interaccion simultdnea con mutualismo y amensalismo entre las 2 especies de
bacterias y también comensalismo entre lalevadura que libera niacinay biotina
y las especies bacterianas. Cuando al sistema se agrega una ameba, la Dictytoste-
lium discoideum, tiene lugar también predacion por parte de esta Gltima. Este
estudio experimental revelala complejidad que pueden presentar las interaccio-
nes biol égicas en un proceso de tratamiento y la necesidad que existe del conoci-
miento de las mismas para un mejor control de dicho proceso.

Reacciones biolégicas

L as reacciones biol 6gicas més importantes son aerobias, anaerobias o foto-
sintéticas. En la Figura 27 se observa un esquema general de las actividades de
sintesis y respiracion que se producen por las actividades biol 6gicas.

Como se muestra en la figura hay fuentes nutritivas necesarias como C, O,
H,, N,, P, yasea como organicas o inorganicas que deben ser transportadas ala
célulaen formasoluble.

~ Laenergia debe suministrarse como energia contenida en compuestos orga-
nicos o como energia radiante de laluz solar. Una fraccion de la energia es usada

paralabiosintesis de biomasay larestante es dispersada como calor.

L os microorganismos producen también productos de desecho que dependen
de las especies consideradas y las condiciones ambientales. Los productos més
deseables son gases como CO,, N2, O, y CH4, que pueden ser facilmente separa-
dos de lafase liquida. Otros gases como H,S NH; y aminas son indeseables. Un
requerimiento importante para la mayor parte de los procesos biol 6gicos usados
en el tratamiento de efluentes es la produccion de microorganismos flocul antes,
que pueden ser facilmente separados por medios fisicos como sedimentacion por
gravedad, centrifugacion o filtracién. Desde el punto de vista de la polucion el
microorganismo debe considerarse como un producto no deseable. Lafacilidad de
separacion y la destruccion por autooxidacion son también aspectos de gran im-
portancia.

. escomposicion
grganismos —Descomp

\S de organismos
2 q
S\

Respiracién Pproductos
F‘éﬁg.&g?ade ORGANISMOS —" de desecho

.

Nutrientes —————=

Residuos no

Calor biodegradables

Figura 27. Reacciones biolégicas fundamentales.
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L as reacciones biol 6gicas pueden influenciar las reacciones quimicas en lafa-
se liquida del medio ambiente. Por ejemplo el consumo de CO, por las algas du-
rante el dia puede aumentar el pH y esto ocasionalafijacién del SH, como sulfu-
ro.

Estequiometria

La estequiometria de las reacciones involucradas en los distintos tipos de
tratamiento es altamente influenciada por las especies de microorganismos pre-
sentes, |0s compuestos existentes y las condiciones ambiental es impuestas sobre
€l proceso. Las reacciones tipicas son como sigue:

Mic.
M ateri aerobios Microorganismos
e eria +
Aerobias.  groanica » aerobios CO,+H0 (1)
Mic.
. anaerobios .
Anaerobias. gt~ MCIOHOANISTOS + 002+ CH, +H,0 (2)
Organism.
fotosint. o ]
P rganismos + 02
Fotosintesis: COz +Ho0—® 528 ¢ 3)

Estas reacciones pueden ocurrir al mismo tiempo, por gjemplo en una lagu-
na: fotosintesis en la parte superior, aerobiosis en la parte mediay anaerobiosis
en lainferior. Un inconveniente de las reacciones fotosintéticas es que el C inor-
ganico (CO.) es convertido en C organico, que es un agente de polucion .

Se pueden considerar ecuaciones de balance efectuando, un andlisis elemen-
tal en el sistema organico y en el microorganismo producido. Un gjemplo paraun
proceso aerobio es dado abajo, en el cual el sustrato organico se considera que tie-
ne la misma composicién que la glucosay el microorganismo laférmula
CsH-NO,. Las reacciones biolgicas serian:

Respiracion: CyH ,,0, + 6 Oz ———» 6CO, +6H,0 @)
y Sintesis:  5CgH;,05 +6NH, ~ ™ 6CsH/NO, + 18H,0 +6H"  (5)

Si se considera un coeficiente de rendimiento de 0.5 moles de microorganis-
mo por mol de glucosa tendremos:

CeH 1206 + 0.5 NH4* + 3.5 0,—® 05 C;H,NO, + 35CO, + 5H,0 + 0.5H" (6)

Dado que €l tiempo de residencia de |os organismos en |os procesos biol 6gicos
es suficientemente largo es necesario considerar también una reaccion de autoo-
xidacidn o descomposicidn que no se considera nunca en procesos de fermenta-
cién normales.

95



CH/,NO,+H"+50, ——— 5CO, +NH4++2H20 (7

Todas las reacciones son exotérmicas, pudiéndose calcular el calor liberado
por las reacciones netas o por la muerte del organismo en base alos calores de
combustion de los productos y reactantes. El calculo del calor liberado es impor
tante en los procesos de compost y digestion aerobia termofilica, en los cuaes la

concentracion de materia destruida es suficientemente alta para que el calor li-
berado haga aumentarla temperatura.

Como yavimos larelacion estequiométrica entre el sustrato organico consu-

mido y el microorganismo producido se expresa como un coeficiente de rendi-
miento

_g_z_i_ = Yy % 6 )
dX

Y. = - =

X/8 ds

L a aplicacion de esta ecuacion en tratamiento de efluentes se complica por-
que el sustrato es generalmente una mezcla complgja de compuestos organicos
solubles e insolubles y la concentracion microbiana es dificil de medir. LaDBO o
DQO son comunmente usadas como una medida de la concentracion del sustrato.

Una ventaja de |os procesos anaerobios sobre los aerobiosesque Y . es me-
nor para los anaerobios, |o que resulta en una produccién menor de desechos.

Relaciones cinéticas basicas
Se utilizan las expresiones fundamental es ya consideradas anteriormente:

Dry, = pX 9)
mS

2Qp = e (10)
K +S

Estarelacién es muy usada, aunque debe reconocerse que existen otros facto-
res, ademas de una concentracion limitante. La fuente de C y energia, medida co-
mo DBO o DQO es generalmente considerada el sustrato limitante en los proce-
sos hioldgicos aerobios. Sin embargo, es bien conocido que la velocidad de creci-
miento de microorganismo puede ser controlada por otras sustancias como amo-
niaco, fosfatos, sulfatos, sales de hierro, CO0,, etc. El control (sustrato limitante)
por amoniaco o fosfatos puede ser de especial importancia en el tratamiento de
residuos industrial es deficientes en estas sustancias. El crecimiento de algas en
procesos fotosintéticos puede ser controlado por laluz o CO,, entre otras sustan-
cias.

El control puede ser gjercido por latransferencia de masaal interior de lacé-
lula, lo mismo que por la reaccidn quimica dentro de lamisma, y en baja concen-
tracién de sustrato ambas pueden ser de importancia. Varios autores han demos-
trado la significacion de la transferencia de materia en proceso bioldgicos para
tratamiento de efluentes. La ecuacion (10) puede ser usadasi K ¢ es considerada
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una variable dependiente del grado de mezclado. Laimportancia de transferen-

cia de masa en estos procesos esta reflejada en el hecho de que losvaloresde K
son comunmente de un orden de magnitud mayor que para cultivos puros de mi-
croorganismos. El tamafio de los floculos o el espesor del film en estos procesos
estd medido en milimetros, o que en microorganismos individuales se mide en
micrones.

En lamayor parte de los procesos usados en tratamiento de efluentes, los mi-
croorganismos son retenidos en el reactor suficiente tiempo como para que la au-
tooxidacion o la descomposicidn de microorganismos sea importante, de manera
tal que el proceso de digestion aerobia es disefiado para que la destruccién del
microorganismo sea lareaccion clave. Laecuacion (9) puede ser modificada para
incorporar ese aspecto:

ry = (p-Kd) X (11)
Kd = velocidad especifica de descomposicion del organismo

Kd esusado en €l sentido de un término que incluye el efecto de todos los facto-
res, aparte del sustrato, que puede resultar en un cambio de la masa de los orga-
nismos involucrados. Entre esos factores estan el metabolismo endégeno, la
muerte con lisis consiguiente 'y el crecimiento criptico. El valor de Kd, que es ge-
neralmente sin importancia en experimentos cortos de interés microbiol 6gicos, es
sin embargo de gran significado en los procesos biol 6gicos largos. Comunmente
usado en procesos biol6gicos de tratamiento de efluentes, Kd no es realmente una
constante, ya que decrece con la edad del organismo. Sin embargo, el concepto de
un valor constante de Kd ha sido postulado como muy satisfactorio cuando se
aplica en un rango limitado de edades.

Diferencias entr e tratamiento bioldgico de efluentesy procesos
de fermentacion

Es interesante comparar |os procesos de tratamiento con los procesos de fer-
mentacion que se utilizan en Microbiologia Industrial. En latabla 6 se observan
las principales diferencias y semejanzas.

Considerando estas diferencias y las dificultades que existen para mantener
el estado estacionario en un sistema continuo de tratamiento de efluentes se pue-

de cuestionar si es realmente posible esperar unareal cuantificacion aplicable a
estos procesos.

Aunque la presencia de poblaciones mixtas representa una variacion interna
intrinsecay las dificultades de control que se presentan son importantes, la si-
tuacion no es tan cadtica como puede suponerse, ya que existen muchas publica-
ciones en las cuales se demuestra que los fundamentos de |a estequiometriay ci-
nética microbiana pueden aplicarse con éxito a disefio de procesosy reactores
paratratamiento de efluentes.

M étodos de tratamiento
L os sistemas bioldgicos utilizados a nivel industrial que se aplican por 1o ge-
neral como tratamiento secundario pueden ser de tipo aerobio y anaerobio. Entre
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Tabla 6. Diferencias y semejanzas entre tratamientos biolégicos y procesos microbianos.

Tratamiento biolégico Procesos microbianos

Sustratos No es posible seleccionarlo, Seleccionado
cualquiera est4 presente

Medio de cultivo S6lo se pueden agregar Predeterminado
algunas sales (N y P)
Microorganismo Poblaciones mixtas Cultivo dnico
no seleccionadas seleccionado
Sustancias téxicas Pueden estar presentes No estan presentes

Son exclufdas

pH Poco o nada controlado Generalmente controlado
Temperatura No controlada Controlada

Tipo de reactores Abiertos a la intemperie Rara vez a la intemperie
Esterilizacién Nunca practicada Casi siempre necesaria
Principios de aireacién Similares

y agitacién

Cinética de crecimiento Similares

los procedimientos aerébicos existe una diversidad de tecnologias disponibles ta-
les como: 1) Barros activados. en €l cual los materiales solubles coloidalesy en
suspension son transformados en CO,, H,0 y células con recirculacion de los ba-
rros formados. 2) Lagunas de aireacién que emplean aireacion artificial en una
laguna'y que puede ser completa o parcialmente aerobia. 3) Filtros percoladores
que consisten en lechos de material de tamafio variable o sintético que por accion
del tratamiento lleva adherido un limo formado por el material bioldgico através
del cual el efluente fluye. 4) Discos rotatorios, gue constituyen una modificacion
de los sistemas de filtracién fijay consisten en discos rotantes que van montados
en un gje horizontal. 5) Piletas de estabilizacion que son sistemas de bajo costo
gue utilizan bacterias y algas parareducir los componente organicosy €liminar
los microorgani smos patégenos.

L os procesos anaerobicos son fundamental mente procesos de digestion que
pueden aplicarse aresiduos liquidos o sdlidos e incluyen generalmente separa-
ciony aprovechamiento del gas producido. La transformacion de la materia orga-
nicaen metanoy CO, sellevaacabo en 3 etapas consecutiva en las cuales inter-
vienen diferentes grupos de bacterias con formacién de &cido acético, propidnico,
butirico, lactico, formico, CO, eH, parallegar finaimente ametanoy CO,. Los
digestores anaerobios varian mucho en relacién alacomplgjidad y disefio y se ha
demostrado que un solo disefio no es adecuado para distintos efluentes. Ademas
de los digestores tradicionales se han desarrollado Ultimamente nuevos tipos de
reactores a lecho fluidizado y otros basados en filtros anaerobios.

Cuando se comparan procesos aerobios con anaerobios se suele enfatizar que
existe una marcada preferencia por el uso de procedimientos anaerobios debido
fundamental mente a la economia de energia lograda, dado que los costos de ope-
racion de los sistemas aerobios son cada vez mas elevados. Sin embargo, la com-
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paracion debe hacerse en forma mas completa. Por €jemplo, debe tenerse en

cuenta la presencia de compuestos téxicos (como €l fenol) o de los [lamados recal -
citrantes o xenobidticos, que son aguellos cuya biodegradabilidad es muy dificul-

tosa. Existen tres factores fundamental es para determinar la capacidad de un
tratamiento biolgico de efluentes que contengan compuestos téxicos o recalci-
trantes. Esos factores son: 1) La naturaleza de la conversion quimica necesaria.

Por gjemplo los derivados hal ogenados aromaticos son mas facilmente atacados

por comunidades anaerdbicas, mientras que en €l caso de comunidades aerébicas
los compuestos tienden a polimerizarse primero, haciéndose mas dificilmente
atacables después. 2) La ecofisiologia de los microorganismos comprendidos. La
digestién anaerdbica puede considerarse como un proceso en serie'y es por lo tan-
t0 més vulnerable que |a aerébica que comprende microorganismosy caminos
metabdlicos que actlian en paralelo. Una variedad de compuestos como amonia-
o, agua oxigenada, sulfitos, sulfatos e hidrégeno sulfurado, que no interfieren en

tratamientos aerobios pueden ser inhibidores de las bacterias metanogénicas. 3)
Disefio del proceso y operacion de laplanta. A pesar de que existen procesos ae-

robios muy difundidosy eficientes para tratamiento de aguas residuales que con-

tienen fenoles, amoniaco y cianuros, se ha demostrado recientemente que tam-

bién pueden tratarse anaerdbicamente con reactores de filtro, empleando carbon
activo, lo cual demuestralaimportancia del adecuado disefio del proceso. Laten-
dencia moderna considera que | os sistemas son, més que excluyentes, comple-

mentarios, ya que las comunidades misrobianas anaerobicas son especificamente
ventajosas a altas temperaturas y altas concentraciones de sustratos, especial-
mente insolubles, mientras que las comunidades microbiol dgicas aerdbicas son
indispensables para bajos niveles de sustratos, condiciones ambientales varia-
blesy distintos productos quimicos.

M etodologia para la determinacion de la calidad de un efluente

Son fundamental mente dos las técnicas de medida que se utilizan para de-
terminar la calidad de un efluente: 1) DBO, o seala demanda biologicade0,, y
2) lademanda quimica, que puede determinarse por el valor de KMnO, o por el
Cr207K2, quees el que maés se utiliza como demanda quimicay se lo simplifica
como DQO.

El ensayo de DBO es un intento de simular las condiciones de una corriente
de H,0. Unamuestra del efluente es diluida con H ,O aereaday la concentracion
de 0, es determinada antes y después de 5 dias de incubacion a 20 °C. El ensayo
essimple, pero serequiere; @) Si la muestra no puede ser medida inmediatamen-
te debe conservarse a5 °C. b) Ladilucién debe ser tal que por 1o menos 30% del
O, disponible debe estar presente en el ensayo después de 5 dias de incubacion.
¢) Las botella deben tener una capacidad de 250 ml. d) Latemperatura de incu-
bacion debe ser 20 °C + 0,5 °C durante 120 h. Las botellas deben conservarse en
laoscuridad y €) El valor de pH debe estar entre 6.5 - 8.2.

El valor de KMnQ, es un ensayo empirico de las sustancias oxidables quimi-
camente empleando una solucion de KMnO , N/80.

Lademanda quimicaesel valor de 0, absorbido por un litro de muestra
cuando una alicuota de la muestra es calentada a reflujo durante 2 horas con so-
lucién de Cr,07K,. En latabla 7 se dan algunos valores de las demandas biol 6gi-
casy quimicas de algunos efluentes.
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Tabla 7. Valores de demanda biolégica (DBO), valor de permanganato (VP) y demanda
quimica (DQO), expresados en mg 17+, de varios efluentes.

Efluente DBO VP DQO
Azicar de remolacha 850 80 1,150
Efluente doméstico 350 100 300
Lavado de ropas 1,600 170 2,700
Almidén de harina 12,000 3,600 17,150

Aprovechamiento total o parcial de efluentes

El aprovechamiento o la valorizacion més conveniente de un efluente por via
microbiana depende del producto a ser obtenido 0 mas precisamente de las apli-
cacionesy aceptacion por parte del mercado de ese producto. Por accidn delos
microorgani smos sobre la materia organica puede obtenerse: a) Energia a partir
de residuos sdlidos o liquidos, como es €l caso del metano, b) Fertilizantes o con-
dicionadores del suelo, a partir de residuos sélidos, ¢) Alimentos de tipo no con-
vencional, como proteinas unicelulares, y d) Metabolitos especificos, como alco-
hol, enzimas, etc. Un gjemplo interesante de empleo de efluentes como sustrato
paralaindustria es la produccion de enzimas como lactasa o proteasas o goma
xantano a partir de suero de queserias. A medida que pasamos de una aplicacion
aotraaumenta lavalorizacion del efluente como materia prima de los procesos
involucrados, pero aumenta también la complejidad de las operaciones. En €l ca-
so de metabolitos especificos suele ser muy dificultosa la utilizacién de efluentes
como sustratos de las industrias fermentativas por la diversidad de las etapas de
extraccion y purificacion (salvo en algunas excepciones) que son necesarias de
efectuar. A veces sucede también en muchos casos que | os efluentes son estacio-
nales, no existiendo por lo tanto la disponibilidad permanente que laindustria
necesita. Otro problema esta relacionado con las variaciones en la composicion de
los efluentes, 1o que hace muy dificil su aceptacion por parte de laindustria.

En el caso de los residuos solidos es esencial pensar en larecuperacion de la
materia organica, ya seaincorporando €l efluente al suelo o empleandolo parala
produccidn de energia no convencional (por jemplo metano) o destinarlo ala
produccion de un alimento. No deberian quemarse |os residuos aunque esto se
hace aln en gran escala, como es €l caso del bagazo en algunos ingenios azucare-
ros. No es tan simple evitar esto, porgue los ingenios logran en esa forma una
economia considerable de combustibles. Lo importante en este caso es €l desarro-
Ilo de tecnologias que otorguen a bagazo una val oracién superior ala que puede
tener como combustible y que ademéas puedan absorber las grandes cantidades
de ese residuo. Cuando se trata de efluentes liquidos pueden existir dos posibili-
dades segun la concentracion de la materia organica: 1) Efluentes con ata con-
centracion (3% o mas) como el agua de procesamiento de papas, vinazas de desti-
leria, suero de queso, etc.. Estos efluentes pueden ser usados como materia pri-
ma de procesos fermentativos para la obtencion de alimentos de tipo no conven-
cional, pero debe tenerse en cuenta que esos procesos generan casi siempre otro
efluente que necesita de una segunda etapa de tratamiento. 2) Efluentes con baja
concentracion de materia organica. Son mas dificiles de aprovechar por la dilu-
cion de la materia orgénica que presentan, y por 1os bajos rendimientos de los
producto obtenidos. Se puede, sin embargo, en algunos de estos casos aplicar un
procedimiento microbiol égico con retroalimentacion.
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Estrategia general para encarar el problema de los efluentes

Es evidente que la calidad de vida de la poblacién esta muy influenciada por
la contaminacion producida por los residuos o efluentes industriales, gases, liqui-
dos o solidos, que son la principal causa del deterioro que se observa en €l medio
ambiente.

En muchos paises existen plantas en funcionamiento que son muy poco &fi-
cientes, y que en algunos casos se pueden mejorar con modificaciones poco costo-
sas. Un problema generalizado esta relacionado con €l empleo de plantas para el
tratamiento de un volumen de efluentes mucho mayor con respecto al que origi-
nalmente se tuvo en cuenta. Ademas existe €l criterio generalizado y erréneo de
creer que una planta de tratamiento no necesita supervision profesional y que
puede recibir cualquier tipo o mezclas diversas de efluentes sin tener en cuenta
la flora microbiana que esta involucrada.

Lo primero que debe hacerse, como ya se dijo, es comprobar realmente si €l
efluente no se puede disminuir o incluso eliminar, paralo cual es necesario estu-
diar las operaciones y procesos industriales involucrados. En €l caso de plantas
de procesamiento de pollos, por jemplo, es comin comprobar que las viscerasy
sangre de los animales son arrastrados con grandes volUmenes de agua, lo que
ocasiona efluentes muy contaminados, cuyo tratamiento es muy costoso. Pueden
en ese caso considerarse otras alternativas de separacion de los residuos solidos
con modificaciones menores en el proceso y reducir asi €l problema.

El paso siguiente consiste en considerar el aprovechamiento, si es posible, to-
tal, del efluente considerado. Tal es el caso de la utilizacién de suero de queso pa-
ra produccion de proteinas unicelulares cultivando cepas de levaduras, que inclu-
ye el secado total del caldo fermentado. L os residuos solidos de naturaleza orga-
nica, por jemplo, pueden ser transformados en acondicionadores de suelos o pa-
rarellenar terrenos bajos. Finalmente, es fundamental que existala obligacion
deincluir en las nuevas plantas industriales ainstalar planta de tratamiento
adecuadamente disefiadas.

L as soluciones a encarar no son simplesy dependen de acciones globales que
deben ser encaradas y coordinadas por |os gobiernosy empresas con la colabora-
cion de todos los demas sectores involucrados.

L ecturas recomendadas:

1. Biotechnology and Bioengineering Symposium N° 2. Biological Waste Treatntent. Ed.
Raymond Canale. John Wiley and Sons (1971).

2. Poceedings 4th European Congress on Biotechnology. Val. 4. Ed. 0, M. Neijssel, R. van
der Meer y K. Luyben Elsevier (1987).
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Capitulo 11

POSIBILIDADES FUTURAS

Como ya se vio en laIntroduccién de esta monografia el empleo de microor-
ganismos para la produccion de bienes y servicios tuvo etapas de estancamiento
y de renovado interés. En el momento actual se puede asegurar un futuro muy
promisorio paralaMicrobiologia Industrial por diversas razones, entre las cuales
se pueden mencionar: 1) Utilizacion de nuevas cepas. 2) Empleo de materias pri-
mas no tradicionales. 3) Produccion de nuevos metabolitos. 4) Posibilidad de com-
petir con la via petroquimica en la produccion de compuestos simples. 5) Altaes-
pecificidad de algunas transformaciones microbiol gicas. 6) Sistemas de produc-
cioén no tradicionales. 7) Sistemas no convencionales de tratamiento de efluentes.
8) Empleo de las metodol ogias tecnol dgicas en los cultivos de células animales y
vegetales.

La utilizacién de nuevas cepas ofrece un campo hotable en expansion para
los procesos microbioldgicos, ya que hasta el presente se han empleado sélo unos
pocos microorganismos de la gran diversidad que existen para ser explotados con
finesindustriales. Nuevos géneros y especies se estén incorporando permanente-
mente para su empleo en la produccién de compuestos conocidos o para nuevos
productos. Especies del género Actinoplanes, por ejemplo, son importantes en la
produccion de algunos inhibidores enziméticos, [o mismo que especies del género
Therinocellum que permiten la transformacion directa de la celulosa en alcohol.

Por otra parte las necesidades de mejorar los rendimientos de procesos cono-
c (t:l)los hace necesaria la obtencion de nuevos mutantes a partir de las cepas dispo-
nibles.

Pero es sin duda en la utilizaci6n de cepas obtenidas por ingenieria genética
gue se esperan los grandes impactos tecnol égicos para el futuro. Los logros alcan-
zados en la produccién de insulina, interferdn, hormona del crecimiento bovino,
vacuna contra hepatitis B, etc., se veran multiplicados en el futuro parala obten-
cion de otros compuestos que ya estén siendo estudiados.

L as materias primas tradicional es estan siendo complementadas con otras
muy abundantes basadas en recursos renovables y que hasta el presente han si-
do poco o nada aprovechadas como sustratos en procesos de fermentacion, como
es el caso de los residuos celul ésicos, que pueden ser materias primas de muy ba-
jo costo para la produccion de alcohol, enzimas y otros productos. También se es-
tén ampliando los usos de hidrocarburos como sustrato de procesos como en la
produccidn de acido citrico y otros compuestos. La utilizacion de efluentes indus-
triales de varias agroindustrias como materias primas de costo cero o0 negativo
serd sin duda ampliada en el futuro, pues ello representa ademas una contribu-
cion alaeliminacion parcial o total de residuos contaminantes.

La produccién de nuevos compuestos representa otra posibilidad interesante
de los procesos fermentativos. Un gjemplo esté constituido por diversos productos
gue presentan actividad farmacol 6gica como los inhibidores enziméticos y 1os an-
titumorales. Algunos inhibidores enziméticos han sido ya aceptados en algunos
paises para su empleo en medicina humana, como la bestatina, un inmunoregu-
lador. Otros productos interesantes en desarrollo son los polimeros biodegrada-
bles como €l polibetahidroxibutirato, que tiene aplicaciones industriales y medici-
nales. Algunos pigmentos como los carotenos y las ficobilinas producidas por al-
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gunas algas del género Dunaliella, Spirulinay Nostoc tienen también un futuro
promisorio. Se han mencionado también algunos herbicidas de origen microbia-
no, que tienen igualmente perspectivas de ser desarrollados.

En varios casos la eleccion de la via microbiana es obligada por razones eco-
némicas, ya gque aunque sea posible producir algunas moléculas por via quimica,
desde el punto de vista econdmico esto no resulta rentable, como sucede en el ca-
so de los antibidticos, algunas vitaminas y aminoacidos. Sin embargo |os procesos
microbiol 6gicos se presentan también como alternativas validas para el caso de
moléculas sencillas como €l etanol, el butanol o el acido lactico, con los cuales
existe |6gicamente la competencia con |os procesos que derivan de la petroquimi-
ca. Estos casos estén directamente relacionados con el costo del petréleo y sus de-
rivados. El eiemplo del butanol es muy claro es ese sentido, ya que en los Ultimos
afios se ha producido un renovado interés en, su produccion por fermentacion a
partir de materias primas de bajo costo o de residuos, ya que en estaforma se
pueden desarrollar procesos que son competitivos con los derivados de |a petro-
quimica cuando el valor del petrdleo supera un determinado valor critico.

La alta especificidad de algunas transformaciones microbiol dgicas permite la
posibilidad de efectuar reacciones que son imposibles de realizar por viaquimica
como ocurre en los diversos procesos de produccién de compuestos esteroidales.
Este campo de aplicacion se ha visto enriquecido Ultimamente, y lo serd sin duda
mucho més en el futuro, por las grandes posibilidades que ofrece ya la biocatali-
sis, que esta siendo aplicada no sdlo en lafase acuosa sino también en presencia
de solventes organicos paralo obtencion de un gran nimero de compuestos.

Entre los sistemas de produccién no tradicionales se incluyen fundamental -
mente los procesos en estado sdlido y los que emplean microorganismos inmovili-
zados. En el primer caso es hecesario el desarrollo de nuevos reactoresy lograr la
optimizacion de los mismos. Estos sistemas permiten prever la produccion co-
mercial de nuevos productos como algunas enzimas. El uso de reactores con mi-
croorganismos inmovilizados es otro campo de futuro desarrollo de la Microbiolo-
gialndustrial que ya esta siendo aplicado ala produccién de alcohol, algunos
aminoécidos y otros compuestos.

LaMicrobiologia Industrial ofrece también como hemos visto alternativas in-
teresantes y Unicas para resolver problemas de contaminacién ambiental, ya sea
para el tratamiento convencional de residuos o para el aprovechamiento especifi-
co de algunos de ellos, por o cual es de esperar en el futuro nuevos avances en
este campo vinculados amejoras en el control de los procesos en conjunto con
adelantos en |os conocimientos basicos y disefio de nuevos reactores. Recientes
desarrollos que estan siendo investigados y que sin duda tendrédn mayor trascen-
denciaen €l futuro en esta érea estan relacionados con el uso de microorganis-
mos para la eliminacion de metales pesados y purificacion de efluentes gaseosos.

Finalmente las metodol ogias tecnol 6gicas utilizadas en el desarrollo de pro-
cesos de la Microbiologia Industrial son yade gran valor para otro tipo de proce-
sos hiotecnol 4gicos como los que se realizan con células animales y vegetales. En
este Ultimo caso se suele emplear ya el término fitofermentacion parareferirse a
procesos realizados con cultivos de células en suspension en biorreactores.
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