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GLOSARIO

e BIOLOGIA MOLECULAR. Conjunto de técnicas que permiten el estudio de
moléculas de nucleétidos, asi como la modificaciéon de la expresion de
proteinas y metabolitos.

¢ BIOMASA. Cantidad de materia viva. Es la cantidad de materia en los
organismos por unidad de superficie o volumen expresado en unidad de
peso. Masa de material viviente.

e BIOTECNOLOGIA. Toda aplicacién tecnolégica que utilice sistemas
biolégicos y organismos vivos o sus derivados para la creacion o
modificacion de productos o procesos en usos especificos.

e CEPA. Organismo que presenta un fenotipo caracteristico reproducible de
una generacion a otra.

e ENZIMA. Macromolécula que actua como catalizador biologico, la mayoria
de las enzimas son proteinas pero algunos RNA llamados ribozimas
también presentan actividad catalitica.

e INOCULAR. Verter bacterias u hongos directamente en un medio con
nutrientes para cultivarlas y estudiarlas.

¢ MICROORGANISMOS. Organismos microscopicos pertenecientes por regla
general a virus, bacterias, algas, hongos o protozoos.

e NUTRIENTE. Aquello que es causa del aumento, actividad o vigor de algun
organismo o grupo de ellos. Incluye generalmente fosfatos, nitratos,
silicatos, cobre, manganeso, cobalto, hierro.

e REPRESION CATABOLICA. Desconexion rapida de la ruta biosintética de
un determinado compuesto, cuando éste aparece aportado en el medio de
las bacterias. Se pueden desconectar genes para evitar que su expresion
interfiera con otros procesos que ya estan en curso de la célula. La
represion permite el ajuste de una sustancia que interviene como
intermediario metabdlico.

e SOLUCION ISOTONICA. Sustancia con una concentraciéon de sélidos igual

a la concentracién interna de sélidos de la célula donde se aplique.
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“ACONDICIONAMIENTO DE UN REACTOR DE TANQUE AGITADO PARA EL
DESARROLLO DE FERMENTACIONES AEROBIAS”

Presenta: Dulce Paola Gonzalez B. Dirigio.:Dra. Ma. Del Carmen Chavez Parga.

RESUMEN

La principal finalidad del presente trabajo fue realizar el acondicionamiento
de un reactor de tanque agitado de 7 litros marca Ace Glass, que se encuentra en
el Laboratorio de Electroquimica e Investigacion en el edificio E de la Facultad de
Ingenieria Quimica de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, para
realizar fermentaciones aerobias. Para tal efecto se trabajo en la implementacion
de diversos equipos que ayudan a mantener las condiciones ambientales para el
adecuado desarrollo de los microorganismos. Las principales condiciones a
controlar o medir fueron la temperatura, pH, aireacion y agitacién. Para poder
adquirir estos accesorios o equipos se consultaron varios proveedores y se
seleccionaron los mas apropiados para el reactor.

Cabe mencionar que en la Facultad de Ingenieria Quimica se esta
atendiendo la necesidad del estudio de nuevas corrientes de la ciencia como lo es
la biotecnologia, para complementar el proceso ensefianza-aprendizaje es
imperativo incluir practicas y el uso de una adaptacién como esta resulta mas
viable econémicamente que la compra de un biorreactor con un fabricante.

Una vez acondicionado el biorreactor se procedié a realizar pruebas de
fermentaciones para la obtenciéon de metabolitos secundarios con la finalidad de
comprobar la funcionalidad del reactor; caso de estudio: obtencion de giberelinas
empleando el hongo Gibberella fujikuroi.

Al final del trabajo se reporta que el acondicionamiento realizado al reactor
fue exitoso ya que los datos experimentales obtenidos de las fermentaciones
realizadas indican que existié crecimiento de biomasa, lo que significa que las
fermentaciones se pueden desarrollar de manera adecuada, teniendo el sistema

en condiciones de operacion para realizar fermentaciones aerobias.



“CONDITIONING OF A STIRRED TANK REACTOR FOR AEROBIC
FERMENTATIONS”

SUMMARY

Dulce Paola Gonzalez Becerril

The main objective of the present work was to make the conditioning of a
Stirred Tank Reactor of 7 liters Ace Glass trademark, property of the “San Nicolas
de Hidalgo University”, for aerobic fermentations. To do so, it is install several
equipments in order to maintain environmental conditions for the optimal
development of the microorganisms. The main parameters to control and
measurement were temperature, pH, stirring and aeration. To acquire all the
instrumentation and equipment it is consulted several suppliers and it is selected
the most proper equipment for the reactor, being this stage the first in this
research.

It is worth to mention this University is taking care and watching the needs of
studying the new directions on science, being one of this “Biotechnology”. To
complete the process of teaching-learning it is really necessary to include practical
work and sometimes to adapt technology (such as this one) being this practice
cheaper than buying a new one.

Once upgraded the reactor, it is make some experimental fermentations to
obtain secondary metabolites and mainly to prove this reactor really works. In this
case, it is obtain gibberellins using Gibberella fujikuroi fungus.

Finally it is conclude that conditioning of this reactor was successful
because of the experimental data obtain from the fermentation shows an increment

of the biomass, what means, again, the success of the fermentations.

Adviser: Dra. Ma. Del Carmen Chéavez Parga
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CAPITULO |
INTRODUCCION

En biotecnologia, se llama “fermentacién” a un proceso donde grandes
cantidades de microorganismos producen algun tipo de sustancia. La especie y
cepa elegida sera aquella que se adapte mejor a las condiciones de cultivo a gran
escala y, a la vez, produzca la mayor cantidad de sustancia requerida, ademas
que se pueda recolectar con facilidad. En realidad, la mayor parte de los
microorganismos que son capaces de fabricar un determinado producto no lo
hacen en cantidades significativas para la escala industrial, asi que hay que

emprender una labor de “mejora”, a la cual se encuentran asociadas dos lineas:

a) La ingenieria genética (a partir de la década de los 70) busca
introducir las caracteristicas deseadas en el ADN del organismo.

b) Las técnicas tradicionales, mediante tanteo y error en la seleccion,
consisten en elegir, de entre el ingente numero de cepas naturales
que hay de un microorganismo dado, aquellas que sean mas
rentables para el propodsito especifico (una de las mejores
muestras industriales es Penicillium, el microorganismo que

produce penicilina, provino de un melén de New Jersey).

También hay un camino intermedio, que consiste en aumentar el nimero de
variantes o cepas, mediante la induccion de mutaciones (rayos UV, rayos X);
evidentemente, el proceso es aleatorio pero aumenta la probabilidad de lograr un

resultado favorable (Prentis, 2000).

El paso del laboratorio a la produccion industrial, una vez obtenida la cepa
deseada, es delicado. Debido a que surgen nuevos problemas, como el aporte de
los mejores nutrientes, la prevenciéon de la contaminacion y el control de las
condiciones oOptimas de fermentacion (especialmente aerobiosis o anaerobiosis,

temperatura, contaminacién bioldgica y enfermedades, pH, etc.). Y las soluciones



no pueden ser soélo ajustar todo ello a las mejores condiciones de crecimiento del
organismo, sino que se han de tener en cuenta factores de rentabilidad
econémica, con un analisis de costo-beneficio. Por ejemplo, para evitar el
envejecimiento del cultivo, se procede a vaciar el tanque por completo y desechar
los microorganismos cada cierto tiempo, sustituyéndolos por otros nuevos.

Evidentemente, acompanado de la esterilizacion de los recipientes industriales.

Completado el proceso de fermentacion, el tanque esta lleno de un espeso
caldo de células, nutrientes no consumidos, productos y desechos. Hay que
proceder, por tanto a la purificacion. De poco habran valido los esfuerzos
anteriores, y obtener una cepa de muy alto rendimiento, si alguna sustancia
interfiere con el producto y lo degrada antes de recolectarlo, o si hace muy cara su
purificacion. En muchos casos hay que romper las células para liberar el producto,
lo que complica enormemente la tarea. Sin embargo, al nivel de investigacion es
posible obtener la sustancia deseada unida a un fragmento proteinico, que puede
servir para que la bacteria o el moho la excreten; falta trasladarlo al ambito
industrial. Este es un campo en plena efervescencia, donde es frecuente que a
diario lleguen nuevos métodos a los despachos cientificos y a las industrias de la

mano de agentes de venta comerciales (Vogel y col., 1997).

El reactor de tanque agitado es el tipo de reactor mas importante de los
usados a nivel industrial. En las décadas recientes, el reactor de tanque agitado no
resulta Util en algunos procesos de produccion debido a razones técnicas. En
otros casos puede ser usado técnicamente pero no resulta provechoso
econémicamente. En algunos casos resulta provechoso pero son factores

biolégicos los que descartan el uso de este tipo de reactores.

Para desarrollar procesos mas eficientes en costo, los datos para el
escalamiento a nivel industrial deben ser obtenidos de repetidos y constantes
experimentos en laboratorio o plantas piloto. Estos datos deberian ser extensos.

Desafortunadamente, resulta mas dificil obtenerlos de lo que seria en la industria



quimica o petroquimica. La naturaleza del trabajo con materia viva hace la
contaminacién comun vy la reproducibilidad de los datos dificil de alcanzar. Tales
problemas distorsionan rapidamente los factores relevantes de escalamiento
(Schugerl, 1982).

El rapido desarrollo de la biotecnologia ha impactado diversos sectores de
la economia en los ultimos anos. Nuevos procesos deben ser desarrollados para
transformar las actuales investigaciones en productos viables en el mercado. Se
debe poner especial atencion en procesos industriales para el cultivo de células,

tejidos y microorganismos.

Los ingenieros quimicos aun se enfrentan con problemas respecto al
escalamiento y la contaminacion bacteriana en la fermentacion aerobia con
cultivos sumergidos. Para comprender estos problemas se debe de estudiar lo que
son los biorreactores ya que en estos residen las principales dificultades
encontradas (Vogel y col., 1997). Es por esto que el desarrollo de este trabajo
ayudara a encontrar algunas de las dificultades que se presentan en el proceso de
las fermentaciones aerobias referentes tanto al microorganismo como a problemas
del biorreactor, debido a que se estudiara el comportamiento de un reactor
acondicionado para este proceso y al conocerse las dificultades se implementaran

soluciones especificas para cada problema.



CAPITULO I
ANTECEDENTES

2.1 LA BIOTECNOLOGIA

La biotecnologia es la nueva revolucién industrial. La idea que subyace en
ella es sencilla: por qué molestarse en fabricar un producto cuando un microbio,
un animal o una planta (los verdaderos protagonistas de la biotecnologia) pueden
hacerlo por nosotros. Asi, se pueden lograr desde combustibles a medicinas,
pasando por plasticos, alimentos, vacunas, recursos minerales, entre otros,
millones de afos de evolucion les capacitan para ello. Existen microorganismos
para todo; por ejemplo los hay que son capaces de vivir en agua hirviendo, y los
que habitan en hielo, pasando por los que existen en el interior de la corteza
terrestre. Son capaces de comer petréleo, madera, plastico e incluso rocas
sélidas. Pero pese a todo, no siempre es facil encontrar el organismo o célula
adecuados para producir un determinado producto. No hay problema: se crean.
Para ello la biotecnologia cuenta con una poderosisima herramienta, la ingenieria

genética. En muchas ocasiones, la propia biotecnologia se confunde con ella.

En la actualidad muchos productos biotecnologicos se encuentran en
contacto con nuestra vida cotidiana. Es verdad que los mas célebres y
comercializados son los que atanen a la salud: insulina, linfocinas, interferon,
hormona del crecimiento, eritropoyetina, factores de coagulacién sanguinea,
multiples vacunas (entre las que merecen destacar la de la hepatitis B y la de la
malaria, ésta ultima aun en fase de ensayo clinico), antibidticos, vitaminas, etc..
Pero también hay insecticidas, combustibles renovables, cultivos y ganado
resistente, plantas y animales mejorados en su produccion, sistemas de control de
la contaminacion, colorantes, alimentos para ganado, etc. y muchos mas que
pronto se comercializaran. La prueba del brillante futuro que aguarda a la
biotecnologia es el que empresas como Shell, Exxon, Glaxo, Standard Oil,

Unilever y muchas otras, cuentan con su propia division biotecnoldgica en la que



invierten grandes sumas. Pero esta es una visidon optimista. La biotecnologia no
estd exenta de interrogantes. ;Se dedicara mas atenciéon a la salud de los
habitantes de los paises industrializados que a las enfermedades propias de las
naciones en vias de desarrollo? ; Provocara finalmente una catastrofe ecoldgica la
liberacion incontrolada al entorno de alguno de los organismos con los que se
trabajan? ;Son seguros todos los productos alimenticios y médicos que se
generan? ¢ Perderan algunas naciones el tren de la industria biologica y, de ser
asi, en qué medida quedaran afectadas sus economias? ¢;Seran las armas

bioldgicas usadas por los grupos terroristas en el futuro? (Prentis, 2000).

2.2 EL BIORREACTOR

El biorreactor es la parte principal de cualquier proceso bioquimico en el
que se emplean sistemas de microorganismos, células animales o vegetales para
la manufactura de una amplia variedad de productos biolégicos de utilidad. La
funcién principal de un biorreactor es la de proveer un medio controlado para
alcanzar el crecimiento y la formacion de productos éptimos para el sistema

celular particularmente empleado.

El desempefio de cualquier biorreactor, depende de muchas funciones que
incluyen entre otras: la concentracion de biomasa (debe permanecer alta), el
mantenimiento de condiciones estériles, una agitacion efectiva para que la
distribucién de sustratos y microorganismos en el biorreactor sea uniforme, la
eliminacion de calor, la creacién de las condiciones correctas de cizalla ya que
altas velocidades de cizalla pueden dafar a los organismos pero bajas
velocidades también son indeseables ya que pueden producir floculaciéon o el

crecimiento de biomasa en las paredes del biorreactor y en el agitador.

La clasificacion de los fermentadores puede darse de la siguiente manera:

1. Reactores con mecanismos de agitacion interna.



2. Reactores de circulacion externa.

3. Reactores de columna de burbuja y de elevacion con gas (air-lift).

Esta clasificacion esta basada tanto en la agitacion y aireaciéon como en la

relacion de abastecimiento de oxigeno.

La mayoria de los procesos de fermentacion son aerobios y por lo tanto
requieren del suministro de oxigeno. La demanda de oxigeno en el proceso de
fermentacion industrial es normalmente satisfecha por aireacion y agitacion. Sin
embargo, la productividad de muchas fermentaciones esta limitada por la
disponibilidad de oxigeno, por lo tanto es importante considerar los factores que
afectan la eficiencia del fermentador para abastecer a las células microbianas de

oxigeno.

El oxigeno es suministrado normalmente al cultivo microbiano en forma de

aire, esto proporciona una fuente de gas lo mas barata posible.

La velocidad de transferencia de masa es directamente proporcional a la
fuerza impulsora debida a la diferencia de concentraciones, el flujo masico de

oxigeno puede expresarse como en la ecuacion numero 1:

Jo, = KL(C*—CL) Ecuacion (1)

Donde:

Joo= Velocidad de transferencia de masa (kg:-m?-s™).
K_= Coeficiente global de transferencia de masa (kg-s™).
C'= Concentracion de equilibrio en el liquido (kg-m™).

C.= Concentracion del gas en el liquido (kg:m™).



La transferencia de oxigeno de la fase gaseosa al microorganismo
suspendido en la dispersion gas liquido se efectia a lo largo de una ruta definida

Figura 2.1.

(1) Pelicula de gas
(6) Interfase célula-liquido

Oxigeno
%\ (4) Volumen de liquido |

' \_ (2) Interfase gas-liquido
(3) Pelicula de liquido

/

/\_ (5) Pelicula liquida
{7) Resistencia
interna celular

{8) Sitio de
reaccion bioguimica

Célula microbiana

Burbuja de aire

Figura 2.1. Resistencias a la transferencia de masa.

La ruta de transporte mas general es a través de las siguientes resistencias
(Lee, 1991):

En la pelicula de gas al interior de la burbuja.

En la interfase gas-liquido.

En una pelicula liquida de la interfase gas-liquido.
En el seno del liquido.

En una pelicula de liquido alrededor de la célula.
En la interfase célula-liquido.

La resistencia celular interna.

© N o g bk~ 0D~

La resistencia en los sitios de reaccion bioquimica (Lee, 1991).



2.2.1 AGITACION Y MEZCLADO DE FLUIDOS Y NECESIDADES DE POTENCIA

La agitacidon se refiere a forzar un fluido por medios mecanicos para que
adquiera un movimiento circulatorio en el interior de un recipiente, durante esta

operacion los movimientos sobre el material son de tipo irregular y turbulento.

En el mezclado intervienen dos fases, como puede ser un liquido y un
solido o dos liquidos; la finalidad de esta operacién es lograr que ambas fases se

distribuyan entre si.

La agitacion acelera algunas operaciones como el mezclado, la absorcion,

la transferencia de calor, la extraccion y algunas reacciones.

2.2.2 TIPOS DE AGITACION

Los tipos de agitacion son:

e Entre liquidos poco viscosos.
e De liquidos y suspensiones.

e De liquidos muy viscosos y solidos secos pulverizados.

Segun las necesidades que se tengan que satisfacer con la agitacion, se
distinguen cuatro tipos de operaciones que requieren un equipo distinto de

agitacion. Esas operaciones son:

Transferencia de materia en sistemas homogéneos.
Mezcla de liquidos.

Formaciéon de emulsiones.

>N =

Transferencia de calor y uniformidad de temperatura.



Los objetivos de la agitacion pueden ser:
e Poner en suspension particulas solidas.
e Dispersar burbujas en el seno del liquido.
e Dispersar un liquido en otro no miscible con él para formar una
emulsién o una suspension.
e Disolucion de solidos en liquidos.
e Agitacién de un fluido para aumentar la transferencia de calor entre

el liquido y un serpentin 0 una chaqueta alrededor de un recipiente.

2.2.3. TIPOS DE FLUJO EN TANQUES AGITADOS

El tipo de flujo que se produce en un tanque agitado depende de las
caracteristicas del fluido, del tipo de rodete o propulsor, del tamano y dimensiones

del tanque y placas deflectoras.

El fluido durante la agitacion generalmente tiene los siguientes

componentes de velocidad:

1. Radial actua en direccién perpendicular al eje del rodete.
2. Longitudinal el cual actua en direccién paralela al eje.
3. Rotacional que actua en direccion tangencial a la trayectoria circular

descrita por el rodete.

Las componentes radial y longitudinal son utiles para el mezclado.

Cuando el eje vertical esta dispuesto en el centro del tanque, la
componente tangencial es perjudicial para el mezclado ya que este flujo sigue una
trayectoria circular alrededor del eje creando un vortice en la superficie del liquido,
ademas si la circulacion del liquido es flujo laminar, se produce una estratificacion

de las sustancias sin mezclar.



Cuando existen particulas solidas, estas son lanzadas contra la pared del
tanque por la fuerza centrifuga, lo que provoca que caigan acumulandose en el
centro del fondo del tanque. Existen varias maneras de evitar el flujo tangencial y

favorecer el mezclado, la mas comun es colocar placas deflectoras.

Otra manera de evitar la formacién de remolinos en tanques pequefios es
por medio de la colocacion del rodete fuera del centro del tanque, ya sea con
inclinacion o sin ella. Por otro lado para los tanques grandes se recurre a montar el
rodete en la parte lateral del tanque de manera horizontal pero con cierto angulo
respecto al radio. Lo anterior no seria necesario si se dispone de agitadores tipo
turbina ya que a estos puede implementarseles anillos difusores. Finalmente el

vortice también se puede evitar llenando por completo el tanque.
2.2.4 AGITADORES

Una vez eliminados los remolinos el tipo de flujo depende del rodete o
impulsor usado. La eleccion del impulsor para que produzca el tipo de flujo
deseado se hace entre los modelos de corriente axial y corriente radial.

Los principales tipos de agitadores son:

e De hélice.
e Turbina.

e Banda helicoidal.

2.2.4.1 AGITADORES DE HELICE

Proporcionan un patron de flujo axial, son utiles en la agitacién de liquidos

poco viscosos, alcanzan velocidades entre 400 y 1750 rpm. Es conveniente usar

este tipo de impulsor cuando hay particulas solidas que deban levantarse del
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fondo. Las hélices descargan el liquido hacia abajo, disminuyendo en velocidad

conforme irradian hacia la pared.

2.2.4.2 AGITADORES DE PALETAS

Trabajan a velocidades de 20 a 200 rpm y se tienen sistemas de 2 a 4
paletas. Cuando son empleados a bajas velocidades se obtiene una agitacion
suave sin deflectores. Este tipo de agitador no es efectivo con sodlidos en
suspension porque proporcionan poco flujo axial. Es recomendable para

velocidades bajas de transferencia de masa (Gonzalez, 2000).

Figura 2.2. (a)Patron de flujo en un tanque con deflectores y la
hélice colocado en el centro del tanque. (b)Patréon de
flujo en un tanque con deflectores y el impulsor de
paletas colocado en el centro del tanque.
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2.2.4.3 AGITADORES DE TURBINA

Se caracterizan por que:

a) Tienen paletas multiples cortas.

b) Proporcionan poco flujo axial.

c) Se utilizan en operaciones como la dispersion de un gas en un liquido.

La turbinas de paletas inclinadas con las aspas a 45°, imparte flujo axial, de
manera que hay una combinacion de flujo axial y radial. Entonces son utiles para
sélidos en suspension, ya que las corrientes fluyen hacia abajo y luego levantan
los sélidos depositados.

Figura 2.3. Propelas Rushton. Sistema de agitacion.

2.3 METABOLITOS SECUNDARIOS

Los metabolitos secundarios son compuestos resultado de la fermentacién
de microorganismos que no se producen durante la primera fase de crecimiento,
sino cuando el cultivo entra en la fase estacionaria. Estos son algunos de los
productos de mayor importancia por su aplicacion industrial y es muy importante

conocer su naturaleza para el desarrollo de nuevos procesos. Ademas presenta

12



diferencias marcadas de un organismo a otro. Se han reconocido las siguientes

caracteristicas de los metabolitos secundarios:

e Relativamente pocos microorganismos dan lugar a la formacion de
metabolitos secundarios.

e Parece ser que los metabolitos secundarios no son indispensables para
el crecimiento y la reproduccion.

e La formacion de metabolitos secundarios es sumamente dependiente de
las condiciones de crecimiento, en particular de la composicién del
medio. Es frecuente la represién de la formacién de metabolitos
secundarios.

e Los metabolitos se suelen producir como un grupo de sustancias
estrechamente relacionadas.

e Se puede obtener una sobreproducciéon notable de metabolitos
secundarios, mientras que los metabolitos primarios no se sobre
producen de una forma tan notable.

e En los organismos productores que tienen un sistema inmune, producen
metabolitos secundarios, por lo que se cree que actuan como un
mecanismo de defensa alternativo.

e Muchos de estos productos tienen actividad fisiologica.

2.4 Gibberella fujikuroi Y SUS METABOLITOS SECUNDARIOS

Los metabolitos secundarios producidos por Gibberella fujikuroi son de gran
utilidad en diversos campos de la ciencia como: la agronomia, botanica y medicina
principalmente. En la agronomia las giberelinas, como son conocidos estos
metabolitos secundarios, son empleados para acelerar el crecimiento de algunas
plantas aplicandolo en pequefias concentraciones y en la etapa adecuada de
desarrollo de la planta; también ayudan a mejorar el aspecto de los frutos. En la

medicina actualmente se esta trabajando con estos metabolitos con el fin de
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desarrollar medicamentos para el tratamiento de enfermedades como la diabetes

mellitus.

Las giberelinas son hormonas vegetales (se encuentran dentro de los 5
grupos de reguladores de crecimiento: Citocininas, Auxinas, Acido abscisico,
Etileno y Giberelinas) que en pequenas cantidades fomentan, inhiben o modifican
el proceso fisioldgico vegetal, obteniendo mejoras en el desarrollo de estos. El
estudio de las giberelinas empieza con el reporte acerca del Bakanae, enfermedad
que se presenta en la planta del arroz en oriente, que provoca el crecimiento del

tallo.

Al estado imperfecto del hongo se le llama Fusarium moniliforme. Al estado

perfecto sexual se le llamo Gibberella fujikuroi.

A partir de la primera giberelina se han identificado una gran variedad de

giberelinas detectados en el producto metabdlico del Gibberella fujikuroi.

Las giberelinas se denominan trivialmente GA,,..., GA, de acuerdo al orden
cronolégico de identificacion y no a su actividad biolégica (Tudzynski, 1999) citado
por Negrete (2002).

Figura 2.4. Estructuras de las giberelinas GA3, GAsy GA7.
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2.4.1 QUIMICA Y CLASIFICACION DE LAS GIBERELINAS

Las giberelinas son un grupo de diterpenoides con un anillo tetraédrico

llamado ent-giberelina.

Se han identificado 121 giberelinas de fuentes naturales la GAs (acido

giberélico) es la mas representativa (Brickner y Blechschmid, 1991).

Las giberelinas se clasifican de la siguiente manera:
e (49 Perdieron biosintéticamente un atomo de carbono.

e (Cyo. Con 20 atomos de carbono.

2.4.2 EFECTOS BIOLOGICOS DE LAS GIBERELINAS

El principal efecto es el alargamiento de los tallos de las plantas. También
inducen la produccion de amilasa, rompen el letargo de las semillas y promueven

la floracion en plantas jovenes.

La tercera parte de las giberelinas son fisiolégicamente activas en las

plantas.

La accion de las giberelinas es mas notable en plantas enanas. La
aplicacion a este tipo de plantas es un método para determinar biolégicamente las
giberelinas. Estas acciones las provoca el incremento en la division celular, el

numero de raices, expansion celular.

2.4.3 OBTENCION DE GIBERELINAS

1. Sintesis quimica.
2. Extraccion de plantas.

3. Fermentacion microbiana.
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La sintesis quimica no es utilizada por que requiere reactivos muy costosos.

En la extraccion de plantas la cantidad de GA; en las hojas es muy baja.
Las cantidades de GA; en las partes reproductoras (semillas y tallos) son grandes.
La extraccion se hace por maceracion del tejido con metanol y enseguida la
particion de giberelinas libres con acetato de etilo a un pH de 2.5. Este método no

es viable econdmicamente por la baja concentracion.

La fermentacion microbiana es el método mas factible de produccién. La
optimizacion de la concentracién inicial de carbono y nitrdgeno incrementan la
producciéon. La técnica mas empleada es fermentacion en cultivos sumergidos

con cepas mejoradas (Bruckner y Blechschmid, 1991; Tudzynski, 1999).

2.4.3.1 MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE GIBERELINAS

Las giberelinas son producidas principalmente por el hongo Gibberella

fujikuroi.

También pueden ser producidas por levaduras y bacterias, de acuerdo a la
Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Giberelinas producidas por microorganismos.

GAs Clase: P.M. Fuente Referencia

Stodola et al. (1955), Grove et al. (1958).
GA; A 344  Gibberella fujikuroi

GA; A 346  Gibberella fujikuroi  Takahashi et al. (1955). Grove (1961).
Gibberella fujikuroi Cros (1954), Stodola et al.(1955),
Neurospora crassa Kawanabe et al. (1983).

GAs A 346 Fysarium Gancheva et al. (1984), Gohlwar et al.

moniliforme (1984).
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2.5 PROCESO DE FERMENTACION

Al igual que los seres vivos, los microorganismos nacen, crecen, se
reproducen, mueren y ademas segregan algunos compuestos bioquimicos

importantes para el hombre.

Para producir giberelinas el microorganismo rentable econémicamente es el

hongo Gibberella fujikuroi.

El medio debe de estar balanceado, lo que significa que los nutrientes se

agotan en el mismo tiempo, por lo que la relaciéon carbono/nitrégeno es importante.

2.5.1 FACTORES NUTRICIONALES

A. Macronutrientes.
B. Micronutrientes.

El agua es entre el 80-90% peso celular total, debe de haber bastante en el medio.

2.5.1.1 CARBONO

El carbono constituye el esqueleto de toda molécula organica. Representa
el 45-50% del peso celular en base seca y se debe proporcionar en abundancia en
el medio de cultivo.

La fuente de carbono mas empleada para producir giberelinas es la

dextrosa.

2.5.1.2 NITROGENO

Constituye entre el 10-15% del peso celular en base seca. Existen fuentes
de nitrégeno organicas e inorganicas; entre ellas sulfato de amonio, cloruro de

amonio que a bajas concentraciones resultan excelentes para altos rendimientos.
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Algunas fuentes de nitrdgeno ligeramente asimilables como: glicina, tartrato
de amonio, harina de plantas combinadas con sulfato o cloruro de amonio vy licor
de maiz.
2.5.1.3. LAS SALES MINERALES Y TRAZAS DE ELEMENTOS

Las sales minerales representan un 4-5% de peso celular en base seca.

El P, S, K, Mg, Na, Fe son macronutrientes necesarios para el crecimiento

microbiano.
Los oligoelementos son micronutrientes indispensables para la nutricion del
microorganismo. El Fe, Cu, Mn, Zn, B, Al y Ca, se requieren durante la

fermentacion para la produccién de giberelinas.

Lo principal al preparar un medio de cultivo es obtener la mezcla equilibrada

de nutrientes a concentraciones que permitan el buen crecimiento.

2.5.2 CONDICIONES FISICOQUIMICAS DE CULTIVO NECESARIAS

Los factores como pH, temperatura y aireacion/agitacion influyen en la

produccién de una, dos o varias giberelinas.

2.5.2.1 TEMPERATURA

La variacion de la temperatura afecta cualitativa y cuantitativamente el

crecimiento y formacion del microorganismo.

La temperatura 6ptima para la produccion de giberelinas es 29°C. Se

reporta que la temperatura 6ptima para el crecimiento es entre 31-32°C.
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2.5.2.2 pH

La fuente de nitrégeno determina el pH inicial del medio.

La composicién de la mezcla de giberelinas producidas depende del pH. A
un pH de 2 a 5 se produce GAs, a un pH superior de 5.5 se producen otras
giberelinas como GA4/GA7 (Negrete, 2002).

2.5.2.3 AIREACION Y AGITACION

Para producir GA3 la aireacion/agitacion debe ser tan vigorosa como sea

posible.

El oxigeno es poco soluble en agua. Un biorreactor con poblacion
microbiana grande tiene una alta demanda de oxigeno. Mientras el biorreactor es
mas grande se incrementa la relacion superficie/volumen, y se dificulta la

trasferencia de oxigeno.

El mezclado y la aireacion remueven el diéxido de carbono y otros
productos toxicos para las células. Para resultados 6ptimos en una fermentacion
se debe mantener una concentracion de saturacion de oxigeno disuelto en el

medio.

Los microorganismos cultivados en biorreactores estan expuestos a
diferentes tipos de estrés. La produccion de un metabolito o producto de interés
esta determinado principalmente por las condiciones o parametros fisicoquimicos

y nutrientes existentes en el biorreactor.

A continuacion se mencionan algunas consideraciones importantes para el

diseno de un biorreactor.
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A. No tener zonas muertas; mantener un medio homogéneo.
B. Transferencia de oxigeno al medio efectiva.

C. Mezclado y patrones de flujo con minimo esfuerzo.

D. Configuracion geométrica y tipo de reactor.

E. Consumo minimo de energia, por lo tanto bajos costos.

El biorreactor de tanque agitado es el que se emplea en operacién a gran

escala, en fermentaciones aerobias y anaerobias.

La agitacion mecanica y la aireacion son efectivas para:

1. Suspensién de células.
2. Oxigenacion.
3. Mezclado del medio.

4. Transferencia de masa.

El sistema de agitacion mantiene el medio homogéneo pero consume
mucha energia y puede dafar las células sensibles al esfuerzo de corte. El
esfuerzo de corte del fluido en el mezclado se produce por los gradientes de
velocidad componentes, de la velocidad tangencial y radial del fluido que parten de

la region del impulsor.
Los principales objetivos del mezclado son:
e Homogenizar el medio.
e En la fermentacion aerobia dispersar las burbujas de aire.

e Incrementar la transferencia de masa y calor en el medio de cultivo.

Los requerimientos de oxigeno por las células varian segun el

microorganismo en orden de 1 g/l h.
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Las turbinas Rushton, son las mas efectivas para la transferencia de

oxigeno pero no son ideales para medios no newtonianos.

Los problemas de mezclado y transferencia de masa se complican, ya que
los medios son complejos por los nutrientes sobre todo cuando se utilizan aceites
o harinas como fuentes de nitrégeno debido a que se producen varias fases.
También algunos microorganismos provocan un aumento en la viscosidad y se

adquieren caracteristicas no-newtonianas.

El oxigeno disuelto (OD) es la cantidad de oxigeno en una cantidad de agua
o0 medio. La solubilidad de oxigeno o valor de saturacion, es el limite de cuanto
oxigeno puede disolverse en agua o medio antes de ser saturado, depende de la

presion de oxigeno en el aire, temperatura y composicion del medio.

2.6 CINETICA DE CRECIMIENTO MICROBIANO

La descripcion cuantitativa a través de modelos matematicos de las
cinéticas de fendmenos que ocurren en un bioproceso es uno de los ejes
principales de la labor del ingeniero de bioprocesos. Los modelos cinéticos
permiten no solamente predecir el comportamiento de un bioproceso sino que son
también una herramienta fundamental para idear sistemas y equipos, asi como
sus modos de operacion y control respectivos. Ademas, el disefio de experimentos
y la interpretacion de los resultados pueden mejorarse mediante el uso de dichos
modelos, lograndose con esto un entendimiento mas profundo y riguroso de los
procesos celulares y fisicoquimicos participantes. Por su importancia, las cinéticas
de crecimiento, consumo de sustrato y la formacion de producto casi siempre

forman parte de los modelos basicos que describen un cultivo (Bolivar, 2004).
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En la Figura 2.5 se muestra la curva hipotética para una cinética de

crecimiento microbiana (Quintero, 1981).

Lag Exponencial |I'£t3:i-:-naria huere

-

Mimero de celulas viables

Tiempo

Figura 2.5. Fases del crecimiento microbiano.

2.6.1 FASES DE CRECIMIENTO

2.6.1.1 FASE DE LATENCIA

La fase de latencia o fase lag, es la fase de adaptacion del hongo al medio
de cultivo en el que se desarrollara, no es detectable en un medio limitado de
nitrdgeno, ya que la cepa requiere de muy poco a ninguna adaptacion, y el
crecimiento comienza rapidamente debido al uso de las células miceliales con
crecimiento vigoroso como inéculo. Esta fase es detectable cuando se usa un
medio de acetato de amonio o un medio rico en carbohidratos que contienen mas

del 30% en glucosa.
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2.6.1.2 FASE EXPONENCIAL

Es un periodo de crecimiento exponencial en el cual el consumo de
nutrientes es directamente proporcional a la acumulacion de peso seco y se
extiende hasta el momento en que se agota la fuente de nitrégeno o algun otro
nutriente, involucra un periodo de rapido crecimiento y consumo de nutrientes. El
crecimiento es exponencial en las fases iniciales, y posteriormente lineal debido a
los cambios provocados por la restriccion de oxigeno. La morfologia y
composicion de las hifas permanece constante y no existe la produccion de acido

giberélico.

En un medio limitado con fosfato y magnesio, la limitacion de nutrientes
ocurre antes de que comiencen las restricciones de oxigeno. Consecuentemente
la reserva intracelular de fosfato acido-soluble o Mg, permite mayor proliferacion
de las células. Cambia la composicion micelial. El consumo de nutrientes sigue y
el peso micelial seco incrementa proporcionalmente, sin embargo la velocidad de
crecimiento y consumo de nutrientes son menores. El incremento de contenido de
carbohidratos y grasas de las células es continio en esta etapa hasta el

agotamiento de la glucosa en el medio.

2.6.1.3 FASE ESTACIONARIA

Esta fase comprende el periodo en el que el peso micelial es maximo y la
biomasa se mantiene constante hasta que la fuente de carbono y las reservas del

hongo son agotadas. La produccion de acido giberélico alcanza su maximo valor.

2.6.1.4 FASE TERMINAL

La fase terminal esta caracterizada por incrementarse la vacuolacion y

pérdida del contenido celular presentando un decremento en el peso seco, existe
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ruptura de las hifas que provoca la liberacion fosfato, amonio, magnesio y potasio

micelial al medio, incrementando los valores de pH.
2.6.2 MODELOS DE CINETICA DE CRECIMIENTO MICROBIANO

Es importante entender la cinética de crecimiento microbiano para el disefio
y operacién de fermentacion. La cinética celular es resultado de reacciones
qguimicas bioquimicas y fenémenos de transporte, los cuales involucran en muchas
ocasiones multiples fases y sistemas multicomponentes (Bailey y Ollis, 1986;
Lee, 1991).

Los modelos empleados para describir el crecimiento microbiano se dividen
en modelos no estructurados y estructurados. Los modelos no estructurados son
simples basados en la concentracion de biomasa obtenida en el proceso. Los
modelos estructurados involucran las posibles causas de la variacién de biomasa

y suponen que puede ser causado por:

e Perdida de plasmidos.

¢ Induccidn y represion de genes.

e Variacion de contenido de RNA de las células.

e Variacién de contenido de enzimas en las células.

e Cambios morfolégicos.

dx Iy
22 Ecuacion (2)
a M

Donde:

u = Velocidad especifica de crecimiento (h™).

x = Biomasa (g/l).

t = Tiempo (h).

24



El crecimiento microbiano puede ser modelado con diferentes grados de
complejidad. El tipo de modelos mas utilizado son los modelos no estructurados,
en los cuales se considera que, para representar el cambio fisiolégico de una
poblacion de microorganismos basta tomar en cuenta su velocidad especifica de
crecimiento, lo que puede representarse como una funciéon sencilla de la

composicion del medio de cultivo.

Para la descripcion de los modelos de cinética sencillos, se hacen

frecuentemente las siguientes consideraciones:

¢ Buen mezclado en el fermentador, condiciones homogéneas.

e No hay muerte celular.

e Se puede ignorar la produccion de etanol.

e Se consideran como substratos de importancia el carbono y el
nitrégeno.

e Se provee oxigeno en exceso del requerido para el metabolismo y
produccién de energia (Negrete, 2002).

2.7 JUSTIFICACION.

Actualmente, debido a la necesidad de formar Ingenieros Quimicos con
perfil en el area de bioprocesos se observa que esta area no puede comprenderse
totalmente si se estudia de una manera tedrica, que es como se imparte en
nuestra facultad actualmente, ya que la mayoria de los conceptos que maneja esta

nueva rama son practicamente desconocidos para un alumno del quinto médulo.

Por tal motivo, es necesario implementar practicas que complementen la
clase tedrica de ésta materia. Sin embargo, debido a que no se cuenta en la
facultad con el equipo necesario para poder llevar acabo alguna practica
representativa que pueda ilustrar los conceptos estudiados en clase y adquirir un

equipo de fermentacién completo en el mercado representaria un gasto realmente
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elevado. Partiendo de lo anterior, se adaptaron los accesorios necesarios a un
reactor de tanque agitado existente en la facultad, lo que representa una inversion
considerablemente menor y cubre las necesidades anteriormente mencionadas.
2.8 OBJETIVO GENERAL

Acondicionar el reactor de tanque agitado de la marca Ace Glass de 7 |. que se
encuentra en el Laboratorio de Electroquimica e Investigacion en el edificio “E” de

la Facultad de Ingenieria Quimica para poder realizar fermentaciones aerobias.

2.8.1 OBJETIVOS PARTICULARES

e Adecuar los equipos con los que cuenta el reactor y acondicionarle
el equipo que requiera para su funcionamiento.

e Elaborar el manual de funcionamiento del reactor.

o Realizar fermentaciones aerobias, caso de estudio: produccion de
giberelinas (metabolitos secundarios) por medio del hongo Gibberella
fujikuroi.

2.9 HIPOTESIS

El presente trabajo de tesis, pretende que el reactor tanque agitado con que
cuenta la Facultad de Ingenieria Quimica, opere en 6ptimas condiciones y que sea
posible realizar fermentaciones aerobias. Esto a su vez se derivaria en un mejor

desempeno y aprendizaje de los alumnos que cursen la materia de biotecnologia.
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CAPITULO 1ll
DESARROLLO DEL TRABAJO

El desarrollo del presente trabajo se realizd6 en dos partes la primera
consistio en la revision del reactor y posteriormente acondicionarlo para su uso. La
segunda parte consta de la realizaciéon de fermentaciones para la comprobacién

del adecuado funcionamiento del reactor.

3.1 ACONDICIONAMIENTO Y MONTAJE DEL REACTOR

Figura 3.1. Reactor de tanque agitado marca Ace Glass.

La Figura 3.1, muestra las condiciones en que se encontraba el reactor en
el laboratorio, por lo que se plantearon las necesidades que deberian cubrirse
para realizar las fermentaciones aerobias, llegando a la conclusion que era

necesario:
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e Una alimentacion de aire para el medio de cultivo.
e Una alimentacion de aire para la agitacion.

e Un medidor de pH.

e Un medidor de Temperatura.

e Una valvula toma de muestra.

3.1.1 ALIMENTACION DE AIRE PARA EL MEDIO DE CULTIVO

Para alimentar el aire al reactor se utiliza aire comprimido por lo que se

compro un compresor de 40 kg de capacidad con un motor de 1 caballo de fuerza.

Como es de esperarse para que el aire pueda estar en contacto con el
medio de cultivo debe de estar libre de impurezas y cualquier traza de aceite que
pueda arrojar el compresor para esto se instalé un filiro de aire en la linea que va

del compresor al difusor.

Para introducir el aire al reactor se requiere un difusor con las siguientes
caracteristicas: 40 cm de largo, de manera que se ubica por debajo de la propela,

10 cm en linea horizontal y orificios de 1 mm de diametro.

Para medir el flujo de aire que entra al medio se empleara un rotametro

marca Cole-Parmer.

3.1.2 AGITACION

Este reactor cuenta con un agitador con una propela de 8 paletas que es
impulsado con un motor de aire al que se le acondicion6 el mismo compresor que
se compro para la alimentacion al difusor. Para poder utilizar el mismo compresor
se le instalo un divisor a la salida, asi se cubren las dos necesidades sin tener que

conectar a la instalacién eléctrica dos compresores.
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Para controlar las revoluciones por minuto (rpm) se mantiene estable la
presion de salida del compresor y con la carta del motor del agitador se mide la

cantidad de rpm.

3.1.3 pH

En las fermentaciones se trabajo con pH libre, por lo tanto se instalé un
sensor para medir el pH que se compro directamente con el distribuidor el cual se

conectara a un potenciometro marca Corning.

3.1.4 TEMPERATURA

En cuanto a temperatura se refiere se cubrieron los siguientes aspectos.

3.1.4.1 CALENTAMIENTO DEL MEDIO DE CULTIVO

Para cubrir las necesidades de calentamiento del medio se utilizo la
chaqueta de calentamiento con la que cuenta el reactor, a esta chaqueta se le
instalé un bano termocirculador de la marca PolyScience modelo 9112. Este bafio
trabaja con agua destilada y se conecta a la chaqueta del reactor por medio de
tuberias de plastico, ya que las temperaturas que se manejaran no son muy
elevadas vy el plastico las resiste, el bafio cuenta con sistema de bombeo lo que
asegura la circulacion constante y la temperatura uniforme en toda la chaqueta.
Este sistema de calentamiento cuenta con un control automatico con lo que se

asegura una temperatura constante.

3.1.4.2 MEDICION DE LA TEMPERATURA

Para la medicion de la temperatura en el laboratorio se cuenta con un lector
de la marca Ace Glass al que se tuvo la necesidad de adaptarsele un termopar

tipo J de 30 cm de longitud, que se mando fabricar con el proveedor. Para poder
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instalar el termopar en el reactor también se mando fabricar un termopozo de
acero inoxidable pues el termopar no puede estar en contacto directo con el

medio, por que los acidos producidos por el microorganismo pueden dafarlo.

3.1.5 ALIMENTACION DEL REACTOR Y TOMA DE MUESTRAS

De acuerdo a las necesidades de tomar muestras de manera periddica
durante el transcurso de las fermentaciones, se disefio y mando hacer un toma
muestra de acero inoxidable. La alimentacion del medio y hongo se realizé por el

toma muestra instalado, esto ayudado mediante una bomba peristaltica.

3.2 FERMENTACIONES AEROBIAS

Una vez que el reactor se encuentra en condiciones de operar, es necesario
realizar fermentaciones para comprobar su buen funcionamiento. El caso de
estudio fue la obtencién de metabolitos secundarios por medio de la fermentacion
del hongo Gibberella fujikuroi. En este trabajo se utilizd el hongo Gibberella
fujikuroi cepa CDBB-H984, el cual se mantuvo en medio PDA (agar de papa y
dextrosa) no comercial a 4 °C y resembrada cada dos meses (Coleccion de cepas
del Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria, CINVESTAV-IPN, México)
empleando una campana de flujo laminar. El micelio joven aéreo es de color
blanco algodonoso mientras que el micelio vegetativo presenta pigmentaciones
violetas (Chavez, 2005).

3.2.1 PREPARACION DEL INOCULO

Con la finalidad de probar la eficiencia en el acondicionamiento del reactor,
se realizaron tres fermentaciones, estudiando en ellas la influencia de la
concentracion del medio de cultivo. Para tal efecto se prepararon 700 ml de medio
de cultivo en el que se llevd a cabo la inoculacién del hongo para cada

fermentacion. La preparacion del indculo es una secuencia que debe hacerse dias
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antes de que se tenga planeado comenzar la fermentacion. El indculo es lo que se
puede llamar el semillero a partir del cual crecera el hongo que se alimentara al

reactor para llevar a cabo la fermentacion.

3.2.1.1 PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO PARA EL INOCULO

En la Tabla 3.1 se muestran las cantidades y los compuestos que contiene
el medio para el in6culo empleado en las fermentaciones realizadas (Chavez,
2005).

Se coloca todo en un matraz y se disuelve poco a poco con agua destilada,

hasta aforar al volumen que se desea preparar.

Tabla 3.1 Preparacién del medio de cultivo para el inéculo.

Cantidad Compuesto

30 gr/L. Dextrosa

2.5gr/L. Nitrato de amonio (NH4NO3)

0.5 gr/L. Fosfato de potasio monobasico (KH2POj4)

0.1 gr./L. Sulfato de magnesio heptahidratado (MnSO4e7H,0)
2 ml./L. Solucién de oligoelementos.

700 ml Agua.

3.2.1.2 PREPARACION DE LA SOLUCION ISOTONICA
Se pesa la cantidad necesaria de NaCl dependiendo del volumen que se va

a preparar, la solucion debe de estar al 0.9% de NaCl. Generalmente se preparan
50 ml.
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3.2.1.3 ESTERILIZACION

La esterilizacion es la eliminacién por remocion o muerte de todos los
microorganismos y la desactivacion de virus. EI mantenimiento de condiciones
estériles es fundamental en el desarrollo microbioloégico y se requiere en muchas
fermentaciones industriales. Las condiciones estériles son esenciales en el uso de
cultivos puros y esto involucra que la esterilizacion sirve para prevenir el

crecimiento de organismos indeseables.

En el desarrollo del presente trabajo se realizaron diversas esterilizaciones,
como en la etapa de la preparacién del inéculo y del medio de cultivo, cuya
finalidad es eliminar cualquier impureza presente en el agua y los materiales
usados, de manera que no se vea afectado el crecimiento del hongo. Una vez que
se descarga el reactor cuando concluye la fermentacion el caldo resultante debe

ser esterilizado para poder manejar los residuos y poder desecharlos

Las esterilizaciones se realizaron en una autoclave de la marca Felisa de 40

litros de capacidad.

Se preparan los matraces donde se encuentra el medio de cultivo y la
solucion isotonica para su esterilizacion. A los matraces se les colocan tapones,
estos a su vez son cubiertos con papel aluminio y cinta adhesiva, a los matraces
se les coloca una tuberia de silicon por la que se le suministrara aire al medio.
Para la esterilizacién se preparan una pipeta y una espatula, envolviéndolas con

papel estraza y cinta adhesiva.
A todo el material se le coloca un poco de cinta testigo para confirmar su

esterilizacion. Enseguida se coloca en la canastilla de la autoclave y se esterilizan

a 120°C por 20 minutos.
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Figura 3.2. Autoclave marca Felisa.

3.2.1.4 RESUSPENSION DEL HONGO

El procedimiento para llevar a cabo este trabajo se describe a continuacion.

1. Acondicionar el ambiente, es necesario mantener las condiciones
estériles.

2. Verter un poco de solucidon isoténica sobre el hongo que se
encuentra conservado en cajas de petri sobre agar sélido. Con ayuda
de una espatula frotar suavemente el hongo para desprenderlo del
agar y asi quede suspendido en la solucion.

3. Con una pipeta succionar la suspensién contenida en la caja de petri
y depositarla en el matraz que contiene el medio de cultivo para el
inoculo.

4. Si se considera que la caja de petri todavia contiene hongo, puede

repetirse el procedimiento.

3.2.1.5. INOCULACION

Después de que se tiene el hongo suspendido en el medio de cultivo para el

inéculo se realiza el siguiente procedimiento.
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Para

aceite para

Se instala la linea de aire en el tubo difusor contenido en el matraz
que contiene el hongo suspendido, los requerimientos de aire son
cubiertos por un compresor de aire. Se instala un filtro pirinola para
evitar contaminaciones.

Se instala una trampa de cloro para evitar, en caso de una fuga, que
se propague alguna espora del hongo.

Se coloca el matraz dentro de un bafo maria que proveera una
temperatura de 29°C.

Comenzar la alimentacién de aire de manera que dentro del matraz
se genere una buena agitacion.

Mantener las condiciones de aireacion y temperatura constantes por

le menos 36 horas.

el proceso de inoculacion se utiliz6 un compresor de aire libre de

evitar cualquier contaminaciéon. Cuenta con un tanque pequeno, sin

embargo debido a que la demanda de aire no es muy alta resulta apropiado para

este trabajo.

Figura 3.4. Bafio Maria marca Felisa.
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3.2.2 PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO PARA LAS FERMENTACIONES

La sintesis de metabolitos secundarios depende principalmente de la
biomasa. Por lo tanto, la seleccion de los componentes del medio se basa en los
aspectos de crecimiento y formacion de producto. Las fuentes de carbono que
mas se utilizan son carbohidratos simples y aceites vegetales. Sin embargo, si la
concentracion inicial de dextrosa es mayor del 30 % la velocidad especifica de
crecimiento y la velocidad de produccion de giberelinas disminuyen debido a una

represion catabdlica.
3.2.2.1 COMPUESTOS

Para cada fermentacion se prepararon 5 litros de medio de cultivo, en las
cuales se uso una concentracion diferente de los nutrientes y que a continuacion
se describe:

3.2.2.1.1 COMPOSICION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS

En la Tabla 3.2 se muestra la composicién del medio de cultivo para cada

una de las fermentaciones realizadas.

Tabla 3.2. Composicion para cada uno de los experimentos.
Fermentaciones

Componentes
1 2 3
Dextrosa, g/l 30 30 50
NH4CI, g/l 0.75 0.375 0.75
KH2POy4, g/l 5 5 5
MgSQO4-7H20, g/l 1 1 1
Oligoelementos, ml/I 2 2 2
Agua, | 5 5 5
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Para la preparacion del medio de cultivo se procede de la siguiente manera:

1. Se pesan y se miden las cantidades deseadas de cada compuesto.

2. Cada compuesto es diluido en un litro de agua; es importante no tener
en mezcla el NH4Cl con la dextrosa debido a que pueden generar una
reaccion no deseada.

3. Las 5 soluciones se esterilizan en autoclave a 125°C por 20 minutos
(Chavez, 2005).

3.2.3 PREPARACION DEL MATERIAL A ESTERILIZAR

Cuando se trata de esterilizar material pequefio como puede ser una pipeta,
una espatula o material pequefio se debe envolver en papel estraza utilizando
cinta adhesiva para sellar bien, al envolverlo debe tomarse en cuenta que cuando

se este utilizando se debe de poder destapar con facilidad.

Si se va a esterilizar algun recipiente que contenga un liquido hay que

asegurarse que no se derrame el liquido dentro de la autoclave.

3.2.4. PREPARACION DEL REACTOR PARA LA FERMENTACION

A continuacion se mencionan los pasos a seguir para la alimentacion del

reactor:
3.2.4.1 LIMPIEZA

El reactor debe de estar completamente limpio y estéril para que las
fermentaciones no se vean afectadas por ningun tipo de contaminacion, para esto

es necesario desarmar el reactor y lavarlo, se deja escurrir y justo antes de volver

a armarlo se esteriliza con alcohol de 70°.
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3.2.4.2 ARMADO

del

El reactor es armado sobre una estructura metalica, lo que facilita el manejo

mismo y ahorra espacio. En el apéndice se incluye un manual de

mantenimiento y limpieza del reactor.

3.2.4.3 ACCESORIOS

Después de montado el reactor, fueron colocados los siguientes accesorios:
Difusor. Debe ser instalado antes de cerrar la tapa del reactor.

Compresor. Se conecta a la instalacién eléctrica del laboratorio, del divisor
que esta a la salida del compresor se conectan dos tuberias. La primera va
al motor de aire con el que funciona el agitador. La segunda linea se
conecta con un reductor de diametro a una tuberia de silicon en la que esta
conectado un filtro capsula para el aire, de esta manera se asegura que el
aire que entrara al difusor sera aire limpio que no afectara el desarrollo de
las fermentaciones.

Rotametro. El rotametro se conecta justo en la salida del filtro capsula, la
salida del rotametro se conecta con una tuberia de silicon a la entrada del
difusor, de esta manera se mide el flujo de aire que entra al medio.

El sensor de pH. Se instala en una de las boquillas que se encuentran en la
parte superior del reactor, se instala en una tapa con rosca especial, las
boquillas del reactor son esmeriladas, se recomienda poner un poco de
vaselina o algun lubricante, pero debe tenerse cuidado de que con el calor
que se generara no vaya llegar a escurrir y caer en el medio ya que esto
representaria una grave fuente de contaminacion.

Bafio termocirculador. Se conecta a la entrada y salida de la chaqueta del
reactor por medio de unas mangueras de plastico. Se conecta a la
instalacién eléctrica del laboratorio utilizando un regulador de corriente.
Termdmetro. Se instala el termopozo en la tapa con rosca se mando hacer

para que se pudiera adecuar a una de las entradas del reactor, una vez que
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el termopozo esta instalado en el reactor se llena con agua destilada, el
termopar se introduce en el termopozo y se conecta al lector de
temperatura.

g. El toma muestra. Al igual que el difusor son instalados ya sea en una de las
tapas de vidrio con las que cuenta el reactor o en un tapén de latex
perforado y se coloca en una de las bocas del reactor.

h. La bomba peristaltica. La bomba lleva una tuberia de latex que se acomoda
de acuerdo al sentido en el que se desea que la bomba succione, un
extremo va conectado al tubo toma muestra y el otro a un matraz del que se
desea cargar el medio o0 a un recipiente que recibira el volumen de muestra

deseado.

3.2.4.4 CARGA DEL REACTOR

Para cargar el reactor se cuenta con las soluciones que se prepararon y
esterilizaron para formar el medio de cultivo, estas soluciones se cargaran al

reactor con ayuda de la bomba peristaltica.

Una vez que estan cargadas todas las soluciones que conforman el medio
de cultivo se procede a la alimentacion del inéculo, para esto hay que tener
especial cuidado ya que no debe destaparse mucho el matraz que lo contiene
para evitar cualquier posible contaminacion. Debe de moverse constantemente el
reactor con el fin de que la bomba peristaltica alcance a tomar la mayor cantidad

de hongo posible.

3.2.5. OPERACION DEL REACTOR

Con la finalidad de obtener una buena agitacion y mezclado durante los
experimentos, se adicionaron al reactor 5.7 litros de solucién (medio de cultivo e
indculo), esto tomando de base las recomendaciones de dejar de un 10 a 20% de

espacio libre en el reactor para mejorar la transferencia de masa (Quintero, 1981).
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De acuerdo a la presiéon de salida que se manejo y se mantuvo constante
en el compresor y con la consulta de la carta de disefio del motor de aire con el
que cuenta el reactor para la agitacion se manejo una velocidad de agitacion de
400 rpm.

3.2.6 TOMA DE MUESTRAS

La toma de muestra se realizé por medio de la bomba peristaltica, se
utilizaron tubos toma muestra de plastico previamente esterilizados con alcohol.
Las muestras se tomaron cada 24 horas durante 120 que duro la fermentacion, en
cada muestra se tomaban entre 25 y 30 ml ya que los analisis se determinaron por

duplicado.

3.2.7 DESCARGA DEL REACTOR

Una vez que la fermentacion ha terminado, se dispone a la descarga del
reactor, lo primero que se hace es suspender el calentamiento y desconectar los
accesorios, lo ultimo que se suspende es la agitacion de esta forma los pellets

(granulos de micelio) formados no se asentaran inmediatamente.

El reactor cuenta con una valvula de descarga en la parte del fondo, a esta
salida se conecta una tuberia de latex, el otro extremo se coloca en un matraz que
recibira el caldo, el matraz debe cubrirse con un tapén de algodén y manta de
cielo para evitar la propagacion de alguna espora del hongo. Los matraces que
contienen el caldo de cultivo deben prepararse para ser esterilizados, inhabilitar el

hongo y poder desechar el caldo.

Después de que ya se vacio todo el caldo que contenia el reactor éste se

desarma para su lavado y esterilizacion.

39



3.2.8 ANALISIS DE LAS MUESTRAS

3.2.8.1 BIOMASA

Una vez que se toma la muestra se utiliza el método de peso seco. Se
utilizan dos alicuotas de 10 ml el filtrado se recibe en un toma muestra para
realizarle los analisis correspondientes. Una vez que se tiene las dos membranas
con la muestra filtrada, se ponen a secar en una estufa a 80°C por espacio de 2
horas, una vez seca la muestra se pesa y se puede obtener por diferencias de
peso la cantidad de biomasa producida al momento en que se tomé la muestra
(Chavez, 2005).

3.2.8.2 IDENTIFICACION DE LA PRESENCIA DE METABOLITOS
SECUNDARIOS

Para comprobar que se produjeron metabolitos secundarios se realizé una
prueba de cromatografia en capa fina, para esto se utilizan las muestras filtradas y

se les realiza una extraccion liquido-liquido.

3.2.8.2.1 EXTRACCION LiQUIDO-LIQUIDO

Para realizar la extraccién se tomo un volumen de la muestra filtrada y se le
afadio acetato de etilo que se utilizé como disolvente a una relacion 1:2. Esta
mezcla se coloca en un matraz Erlenmeyer para pasarse a una agitadora durante
15 minutos, se agrega nuevamente un poco de acetato de etilo y se pone en
agitacion otra vez. Se permite que se formen las dos fases, con una pipeta
Pasteur se extrae la fase organica y se transfiere a tubos de ensaye con tapa.
Después de que se obtiene la fase organica se deja en refrigeracion y se utiliza

para la cromatografia en capa fina.
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3.2.8.2.2 CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (CCF)

Para poder realizar la prueba de cromatografia se necesita preparar la fase
movil, que para la identificacion de giberelinas lleva los siguientes componentes:
acetato de etilo, cloroformo y acido acético en la proporciéon 15:5:1. También debe
prepararse una solucion reveladora que debe contener 5% de acido sulfurico y
95% de etanol (Cavell y col., 1967).

Una vez que se tienen las soluciones listas se dispone a preparar las placas
de silica-gel, debe de marcarse el punto en el que se iniciara la corrida y donde
terminara. En una sola placa se pueden poner varias muestras dividiéndola

equidistantemente.

Ya que se tiene todo lo necesario preparado, se procede a correr la prueba.
En un vaso de precipitados se coloca la fase maovil de forma que el nivel no supere
la marca que se hizo en la placa que indica donde empieza la corrida. Una vez
que la fase movil termind de correr se retira la placa del vaso de precipitados
tomandolo con unas pinzas y enseguida se le vierte a toda la placa a solucion
reveladora y enseguida con ayuda de una plancha de calentamiento se evapora la
solucion reveladora. Para observar a las giberelinas reveladas se utiliza una

lampara de luz ultravioleta.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y ANALISIS

Los resultados son reportados y analizados como sigue:

4.1 RESULTADO DEL ACONDICIONAMIENTO DEL REACTOR

Después de diversas cotizaciones y adquisicion de algunos accesorios, se
finalizé el acondicionamiento del reactor, operando este de manera correcta en las
fermentaciones realizadas. A continuacion se presenta como se cubrieron las

necesidades que eran necesarias para el sistema.

4.1.1 ALIMENTACION DE AIRE

Para alimentar el aire al sistema de fermentacion se empleo un difusor de
aire (Figura 4.1) el cual opero correctamente una vez que fue instalado en el
reactor y conectado a la linea de aire proveniente del compresor. Se obtuvo una
buena cantidad de micro burbujas que ayudaron a la buena difusividad de oxigeno
en la biomasa.

Figura 4.1. Difusor de aire.

4.1.2 COMPRESOR DE AIRE

En la Figura 4.2 se presenta el compresor empleado durante el desarrollo

de este trabajo, este cuenta con un cabezal y un motor lo suficientemente grande
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para dar un flujo de aire necesario para alimentar al medio con el difusor y para
proveer también de aire al motor con el que funciona el agitador del reactor. Se
presentaron algunos problemas pues fue un tanto dificil mantener constante la
presion de aire de salida del compresor. También fue necesario cambiar el
manoémetro por uno de escala mas pequefa debido a que el que tenia inicialmente

no cubria las necesidades de la operacion del sistema.

Figura 4.3. Instalacion de la linea de aire para funcionamiento del motor.

4.1.3 ROTAMETRO

El rotametro se instal6 en la tuberia que alimenta el aire al medio de cultivo

con la finalidad de medir la cantidad de aire que entra al sistema.

Figura 4.4. Sistema de alimentacién de aire al medio.
43



4.1.4 FILTROS DE AIRE

Para evitar la contaminacion del medio por aire sucio fue necesaria la
instalacion de un filtro capsula antes del rotametro también asi, se evitara que éste

se tape (Figura 4.5).

Figura. 4.5. Filtro capsula para aire.

También se instalaron filtros pirinola en las tuberias de silicon.

Figura 4.6. Filtro pirinola instalado justo antes de la entrada al difusor.

4.1.5 ACCESORIOS PARA MEDIR pH
Como se trabajo con pH libre en las fermentaciones se instalé un sensor de

pH y un potencidmetro para tener las lecturas. Se calibra al instalarlo y después

las lecturas se registran para reportarse.
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Figura 4.8. Sensor de pH.
4.1.6 ACCESORIOS DE TEMPERATURA

Con los requerimientos de calentamiento se obtuvieron resultados
satisfactorios debido a que se cont6 con un bafio termocirculador (Figura 4.9) que
tiene un sistema de bombeo y un control automatico de la temperatura. Por
instrucciones del fabricante la temperatura del bano termocirculador debe fijarse

5°C arriba de la temperatura que se desea tener en el reactor (Figura 4.10).

Figura 4.9. Bafio Termocirculador.
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Figura 4.10. Instalacion del bafio termocirculador a la chaqueta del reactor.

En cuanto a la medicion de la temperatura, se instalé un lector de
temperatura de la marca Ace Glass (Figura 4.11), para esto se adquirid6 un
termopar tipo “J” de 30 cm de largo y un termopozo de acero inoxidable que se

instalé en una tapa con rosca especial

Figura 4.11. Termémetro marca Ace Glass.

Figura 4.12. Termopar tipo J.

Figura 4.13. Termopozo.
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4.1.7 EQUIPO PARA TOMA DE MUESTRA

El acondicionamiento del sistema para la toma de muestra, fue exitoso,
empleando una bomba peristaltica que fue conectada al tubo toma muestra de
acero inoxidable. Este mismo sistema, resulté util, puesto que también se utilizé

para la carga del reactor, cambiando el sentido de la bomba (Figuras 4.14-4.16).

Figura 4.14. Sistema de alimentacién del reactor.

Figura 4.16. Bomba peristaltica.
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En general podemos reportar que las adaptaciones hechas al reactor fueron
exitosas y que con los equipos utilizados puede el reactor operar en condiciones

6ptimas para la realizaciéon de fermentaciones aerobias.

Figura 4.17. Reactor de tanque agitado, acondicionado para fermentaciones aerobias.
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4.2 ESTIMACION DEL EQUIPO REQUERIDO PARA EL ACONDICIONAMIENTO
DEL SISTEMA DE FERMENTACION AEROBIA

Después de la realizacion de las fermentaciones se comprueba, que con la
adaptacion de los accesorios empleados durante el desarrollo del presente
trabajo, queda acondicionado el reactor de tanque agitado para realizar
fermentaciones aerobias, para ello, a continuacién se presenta el material

adquirido, asi como el estimado de la cotizacion de los equipos por adquirir.

Tabla 4.1 Equipo adquirido.

PRECIO + I.V.A.

EQUIPO MARCA PROVEEDOR
(Moneda Nacional)
Compresor. 40 kg. 2,400.00 Bombas y compresores
de Morelia.

Sensor de pH para 4,730.00 Applikon Instrumel S. A. de C.V.
bioreactor de 7 litros.

Cable para sensor de pH 1,617.00 Applikon Instrumel S. A. de C.V.
Tuberia de silicon No. 16. 741.00 Master- flex Instrumel S. A. de C.V.

Filtros desechables 0.2

micras. Paquete con 10 1,230.00 Applikon Instrumel S. A. de C.V.
piezas.
Filtro capsula alto flujo 0.2 _

_ 1,116.00 Applikon Instrumel S. A. de C.V.
micras.
Tapas para boca esmerilada. 80.00 Vidritec Vidritec
Toma muestra de acero - .

250.00 Silis Silis-Celaya, Gto.

inoxidable.
Total 12,214.00
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En la Tabla 4.2, se presentan las cotizaciones de equipo necesario para la

realizacion del presente trabajo.

Tabla 4.2. Cotizacion de equipo probado.

PRECIO + I.V.A
EQUIPO MARCA PROVEEDOR
(Délares)
Bomba peristaltica
600.00 Master-flex EQUIPAR
con cabezal.
Rotametro 279.00 Cole-Parmer EQUIPAR
Bario
2,800.00 Cole-Parmer EQUIPAR
termocirculador
Total 3,679.00

Con una tasa de cambio de 10.90 M.N. por ddlar se tiene de lo estimado en
la Tabla 4.1 y 4.2 se obtiene un total de 52,315.10 pesos, siendo un menor costo
al acondicionar el equipo, comparado con el precio del sistema de fermentacion
completo que consta de: Biocontrolador (para control de pH, temperatura y
oxigeno disuelto) y Bioconsola (control de Bafio termocirculador, flujo de aire y
bombas peristalticas) con un precio en el mercado de 49,873.00 ddlares, para un

reactor de 7 litros marca Applikon precio 2006, con el proveedor Instrumel.
4.3 RESULTADOS DE LAS FERMENTACIONES AEROBIAS

Una vez acondicionado el reactor se procedid a la realizacién de las
fermentaciones. En este trabajo se empleo para el casos de estudio el hongo

Gibberella fujikuroi para la produccién de uno de sus metabolitos secundarios

llamados giberelinas. Los resultados se reportan a continuacion.
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Biomasa (g/l)

[=3]
1

4.3.1 FERMENTACION 1

Durante el desarrollo de la fermentacién se obtienen muestras cada 24
horas, lo que permite evaluar la produccion de biomasa mostrando un adecuado

crecimiento del hongo.

A partir de las muestras tomadas durante la fermentacion y el procedimiento
descrito en el capitulo Il del desarrollo del trabajo, se obtuvieron los datos que

permiten obtener la curva o cinética de crecimiento presentada en la Figura 4.18.

0 24 43 72 96 120
Tiempo (h)

Figura 4.18. Cinética de crecimiento. Fermentacion 1.

En la Figura 4.18 se observa que en la fermentacion 1 se presenté el
desarrollo de los microorganismos y que se tiene una produccion de biomasa de

10 g/l a las 120 horas. Teniendo que no se observa la forma de una curva
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caracteristica de cinética microbiana, debido a que no se aprecian las fases de
crecimiento, es decir, no se llega a la fase estacionaria, esto debido en parte a la
concentracion de nitrogeno, que es el nutriente que limita el crecimiento, y al
posible efecto del pH, esto porque se sabe que los hongos crecen a pH de 3.0 a
7.0 (Quintero, 1981).

Para mostrar el comportamiento de la fermentacién, se incluye una grafica

del comportamiento del pH (Figura 4.19).

45 7

3.5 A

L 3
*

0.5 4

0 24 48 72 96 120
Tiempo (h)

Figura 4.19. Comportamiento de pH. Fermentacion 1.

En la Figura 4.19 se observa, que el pH disminuye a medida que avanza la
fermentacion, hasta que se estabiliza alrededor de un valor de 2.1, ésta
disminucion se debe a que se liberan iones y los microorganismos excretan
acidos, por lo que el medio se acidifica. La reaccion que se registra en el medio es
la siguiente:

NH4Cl + H, O — HCI
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Biomasa (g1)

Teniendo que la velocidad especifica de crecimiento del microorganismo
para esta fermentacion fue de p=0.0384 h™', lo que indica que el crecimiento del

microorganismo fue lento.

4.3.2 FERMENTACION 2

En la fermentacion 2, se pudieron apreciar claramente las fases de

crecimiento, de acuerdo a la Figura 4.20.

40 -
35 -
30 A
25 |

20 A

056

0.0

Tiempo (h)
Figura 4.20. Cinética de crecimiento. Fermentacion 2.
En la Figura 4.20 se observa la fase de crecimiento lag de las 0 a las 15.5

horas, aproximadamente, después se observa la fase de crecimiento exponencial

de las 15.5 horas a las 39.5 horas, posteriormente la fase de crecimiento
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pH

estacionaria y finalmente una aparente fase de muerte del microorganismo.

Presentando un valor de biomasa maximo de 3.1 g/I.

La velocidad especifica de crecimiento del microorganismo fue p=0.0455h",
lo que indica una mayor velocidad de crecimiento a diferencia de la cinética de la
fermentacion 1, esto es menor a 0.0849 g/l reportado por (Shukla y col., 2005)
para medios con fuentes de carbono simples (Dextrosa), debido a que la

composicion del medio de cultivo no es la misma.

Se muestra también la cinética de comportamiento del pH para la

fermentacion 2, Figura 4.21.
4.5 7
4.0 A
3.9 1

3.0 4

2.0 A

0.5 A

0.0 T T f T i
0 24 438 72 96 120
Tiempo (h)

Figura 4.21. Comportamiento de pH. Fermentacion 2.

En la Figura 4.22 se muestra el resultado de la observaciéon del frotis al

microscopio en campo claro, que se realizé a la muestra de esta fermentacion, se
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puede observar el microorganismo y sus hifas. En la Figura 4.22 a, se muestra un
pellet y en la Figura 4.22 b, el micelio ramificado, apreciandose un desarrollo

adecuado del hongo.

Figura 4.22. a. Pellets. b. Micelio ramificado.

Vista del frotis al microscopio. Fermentacion 2.

4.3.3 FERMENTACION 3

En el desarrollo de la fermentacion 3, se tuvieron algunas inconsistencias
en la operacion del reactor, lo que generd que el microorganismo se encontrara
bajo un gran estrés que impidid el crecimiento del mismo y provocando la nula
produccion de los metabolitos secundarios. ElI microorganismo tomo una
coloracion blanca, a diferencia de las otras fermentaciones en las que la
coloracion fue rojo tenue, resultado tipico de acuerdo a la composicion del medio
de culivo y a las condiciones de operacion, cuando se emplea este

microorganismo.

La velocidad especifica de crecimiento microbiano de la fermentacion 3 fue
de p =0.0039 h™', lo que muestra que practicamente el microorganismo no crecio,
Figura 4.23, manteniéndose en una aparente fase lag durante el desarrollo de la
fermentacion, lo que se atribuye al estrés hidrodinamico al que estuvo sometido el
microorganismo, por los cambios durante la operacion del equipo. Observandose

también que el pH disminuy6 lentamente durante la fermentacién, Figura 4.24.
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pH
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Figura 4.23. Cinética de crecimiento. Fermentacion 3.
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Figura 4.24. Comportamiento pH. Fermentacién 3. 56
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Otra forma en que se manifiesto el estrés bajo el que estuvo el hongo, se
observa en el microscopio al hacer un frotis con una muestra de esta

fermentacion.

El estrés bajo el que estuvo sometido el hongo, se observa en el
microscopio al hacer un frotis a una muestra de ésta fermentacion, Figura 4.25. Se
puede hacer una comparacion con las imagenes que se presentan en la
fermentacion 2, donde el hongo se desarrollo adecuadamente en contraste con la
de ésta ultima, teniendo la presencia de macro esporas, que es una forma que
toma el microorganismo como defensa a las condiciones en las cuales se
encuentra, observandose una lisis celular, que puede atribuirse en parte al tipo de

propela del reactor.

Figura 4.25. Frotis. Fermentacion 3.

Cabe mencionar que no hay reportes en la literatura que empleen el

fermentador Ace Glass, para fermentaciones aerobias.

4.4. DETECCION DE GIBERELINAS

Del analisis por cromatografia en capa fina, se observd la presencia de
metabolitos secundarios (giberelinas). En la Figura 4.26 se muestran la placa de
cromatografia en capa fina bajo la luz ultravioleta, en donde se observa la
presencia de la coloracion azul que corresponde al GAs (Cavell y col., 1967), una

de las principales giberelinas producidas por este microorganismo.
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Figura 4.26. Identificacion de giberelinas. Cromatografia en capa fina.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

Del desarrollo del presente trabajo se concluye que:

El acondicionamiento del sistema de fermentacion, reactor de tanque
agitado de 7 litros Ace Glass, instalado en el Laboratorio de Electroquimica e
Investigacion Edificio “E” de la Facultad de Ingenieria Quimica, fue exitoso, debido
a que se instalé y se puso en operacion, verificando que es posible adaptar un
equipo para poder llevar a cabo fermentaciones aerobias. Teniendo un equipo
mas econdémico que un sistema de fermentacion adquirido de fabrica. Finalmente
se cumplid el objetivo de que los alumnos de la clase de biotecnologia puedan
contar con una opcion para realizar practicas y reforzar los conocimientos teéricos,

comprobandose la hipotesis planteada.
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CAPITULO VI

RECOMENDACIONES Y SUGERENCIAS PARA TRABAJOS FUTUROS

6.1 RECOMENDACIONES

Para optimizar el funcionamiento del reactor se recomienda lo siguiente:

La modificacion del motor del agitador ya que al funcionar con aire y
depender de la operacién de un compresor es dificil mantener estables las
revoluciones por minuto (velocidad de agitacion).

Utilizar un tipo de propela diferente (por ejemplo: de tipo Rushton).

Realizar fermentaciones con microorganismos diferentes al que se utilizé en
este trabajo.

Estudiar fermentaciones cambiando algunas condiciones como; las
concentraciones del medio de cultivo o controlando parametros diferentes a

los estudiados en el presente trabajo; como el pH.

6.2 SUGERENCIAS

Para trabajos futuros se sugiere lo siguiente:

Al trabajar con microorganismos como el que se estudié en este trabajo, se
realicen otro tipo de analisis para la cuantificacion de los compuestos
producidos, como podria ser la cromatografia de liquidos (HPLC), entre
otros.

Implementar practicas para la clase de biotecnologia como pueden ser:

Produccién de acido acético, obtencion de etanol, entre otras.
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CAPITULO VIII
APENDICE

MANUAL DE MANTENIMIENTO Y LIMPIEZA DEL REACTOR DE TANQUE
AGITADO ACE GLASS

Figura Al. Reactor de tanque agitado marca Ace Glass.

En este manual se dan instrucciones que seran de gran ayuda para el
momento en que se necesita desarmarlo, ya sea para su limpieza o su descarga

después de haber terminado una fermentacion.
Cabe mencionar que al ser un reactor de vidrio hay que manejarlo con

extremo cuidado para evitar lesiones tanto en el aparato como en la persona que

lo esta operando.
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DESENSAMBLE

PASO 1.

Aflojar y retirar los 4 tornillos de la
placa negra que sirve de base al motor de
aire, ubicada en la parte superior de la

estructura metalica (Figura A2).

Figura A2. Placa base del motor

de aire.
PASO 2.
Abrir el seguro de la abrazadera que

une la tapa con el tanque del reactor,

enseguida retire la abrazadera (Figura A3).

Paso 3.

Retirar cuidadosamente la
tapa del reactor unida al motor y la
propela. Tener precaucién con la

tapa del reactor al acomodarlo sobre

alguna superficie (Figura A4).

Figura A4. Tapa del reactor unida al motor

y la propela
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En este paso se recomienda que trabajen dos personas para sacar el motor
y propela de la estructura ya que al mismo tiempo debe sostenerse la tapa de

vidrio del reactor y el peso del motor puede ganar y provocar un accidente.

Paso 4.

Aflojar las palomas de los tornillos de
la abrazadera del cuello del reactor.

Enseguida quitar los tornillos de los postes

de soporte de la abrazadera (Figuras A5 —
A7).

Figura A5. Tanque del reactor.

N, e R
Figura A7. Postes de soporte
seguridad. de la abrazadera de seguridad.

Figura A6. Abrazadera de
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Paso 5.

Retirar el tanque de la estructura. En
este punto se aconseja ya tener un lugar
preparado para colocar el tanque. Debe
colocarse boca abajo con el fin de que no se

ruede o resbale dafiandose (Figura A8).

Paso 6.

Retirar las boquillas de la de alimentacién
y salida de la chaqueta para su limpieza (Figura
A9).

Figura A9. Boquillas de la

chaqueta.

Paso 7.
Desconectar la propela siguiendo la

secuencia que se indica abajo (Figura A10).

Figura A10. Propela
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a. Desenroscar la pieza superior esto
permitira separar las cuatro piezas

principales (Figura A11).

Figura A1l. Principales  partes

de la propela.

b. Extraer el poste que se encuentra en
la pieza rosca macho y el tornillo de
plastico que se encuentra en la base
de la misma. Esto permitira retirarla

del poste y poder sacar todas las

piezas (Figura A12).

Figura A12. Propela fuera del
eje.

c. Retirar la tapa del reactor del eje de la

propela (Figura A13).

d. Quite del eje de la propela la unién de . o
J prop Figura A13. Unién de la tapa

cristal de la tapa y el gje.
y el gje.



Figura Al14. Accesorios de la propela.

HERRAMIENTAS UTILIZADAS.

Para poder realizar todas las acciones que atras se mencionan se utilizaron
las herramientas que se enlistan a continuacion.

e Llaveinglesa #12.

e Llaveinglesa # 14.

e Desarmador plano Y in.

e Desarmador estrella T25.

RECOMENDACIONES.

e Si el equipo es desarmado después de haber sido utilizado en alguna
fermentacion, se debe usar el equipo de protecciéon adecuado al hongo

utilizado.

e Es importante considerar los tiempos a utilizar cuando se tenga que
desarmar el reactor para trabajar con la mayor tranquilidad posible evitando

asi la probabilidad de cometer errores y dafar el equipo.
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e Elreactor debe ser armado completamente limpio y seco para evitar que

las piezas de vidrio se resbalen de las manos.

e Antes de comenzar a desarmar el reactor retire todos los instrumentos

con el cuidado requerido por cada uno de ellos.
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