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1.1

O. Estequiometria del crecimiento microbiano

En este capitulo abordaremos en forma general conceptos estequiométricos aplicados al creci-
miento microbiano y la formacion de productos de interés biotecnoldgico. El entendimiento de estos
conceptos nos permitird responder preguntas cotidianas tales como: ;Cudnto etanol puedo producir
a partir de un mosto de uva de determinada cantidad de aziicares fermentables?, ;Cudnta sacarosa
debo adicionar para carbonatar una botella de cerveza?, ;Cudnto calor genera una fermentacién
alcohdlica?, entre otras. Se pretende que el Alumno al finalizar este capitulo no solamente adquiera
las herramientas indispensables para calcular rendimientos, sino que también desarrolle criterio
para la toma de decisiones sobre los procesos biotecnoldgicos con los que puedan estar en contacto
durante su vida profesional.

Ecuacion de crecimiento microbiano

A lo largo de su carrera, el Alumno de Ingenieria Quimica aprende a describir por medio de
reacciones los fendmenos quimicos que los rodean. Los procesos bioldgicos son fundamentalmente
procesos quimicos en los cuales intervienen agentes biolégicos como son los microorganismos. De
esta forma, un bioproceso puede describirse en forma sencilla como una reaccion quimica, de la
siguiente manera:

. Microorganismos
Reactivos Productos

En un bioproceso, los reactivos son los nutrientes que el microorganismo necesita para crecer
(reproducirse) y mantenerse vivo. Ya se ha hablado previamente en la materia sobre nutricién
microbiana, con lo cual sabemos que el microorganismo requiere una fuente de carbono (FC), una
fente de energia (FE), una fuente de nitrégeno (FN), macro y micronutrientes, O, (en caso de ser
un microorganismo aerdbico), factores de crecimiento, etc. Todo el tratamiento que haremos en
este apunte serd para microorganismos quimioorgandétrofos, esto es, microorganismos que utilizan
un compuesto orgdnico como fuente de carbono y energia (FCE).

En lo que respecta a los productos, uno de los mas importantes para nosotros serd la masa
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Figura 1.1: Representacion del metabolismo del un microorganismo quimioheterétrofo

de microorganismo que se generan por reproduccién celular, a la cual denominaremos de ahora
en mas BIOMASA vy lo representaremos con la letra X. Ademads, tendremos productos ligados
al metabolismo energético, como lo son el CO, y H,O en un metabolismo puramente oxidativo,
o bien, un compuesto orgdnico en un metabolismo fermentativo. Ademads, los microorganismos
dependiendo del medio y de las condiciones de cultivo pueden generar productos no ligados al
metabolismo energético, como ser alcoholes, dcidos orgénicos, lipidos, polimeros, antibidticos,
etc. En forma genérica, designaremos a estos productos con la letra P. Finalmente, parte de la
FCE metabolizada por los microorganismos se libera como calor, el cual representaremos como
AHg. Mas adelante en este capitulo se tratard sobre cdmo cuantificar el calor liberado durante un
determinado bioproceso.

La biotransformacién que acabamos de describir no ocurre espontdneamente, sino que es media-
da por una serie de reacciones bioquimicas que constituyen el metabolismo de un microorganismo.
En la Fig. 1.1 podemos ver como los reactivos y productos de un bioproceso se relacionan con
el metabolismo microbiano. Podriamos considerar al microorganismo como un microbiorreactor
donde los sustratos se asimilan a partir de reacciones catabdlicas para poder obtener energia (ATP)
y poder reductor (NAD(P)H). Estos son necesario para llevar a cabo las reacciones anabdlicas
para producir los precursores metabdlicos o mondémeros que dardn lugar a Biomoléculas, y con
ellas, a un nuevo individuo (biomasa) y productos asociados al metabolismo. Con el advenimiento
de la era genémica, cada vez tenemos un mayor entendimiento de la maquinaria intracelular de
diferentes microorganismos empleados en biotecnologia. Sin embargo, este marco conceptual
escapa a los propdsitos de este curso, y no son requeridos, a priori, para el manejo macroscépico de
una planta biotecnoldgica. Es por ello, que a los propdsitos de simplificar el desarrollo matematico
consideraremos al microorganismo como una caja negra y solo tendremos en cuenta el balance
extracelular del bioproceso, o sea el balance de componentes que se intercambian con el medio de
cultivo (Fig. 1.2).

Luego, en base al modelo de caja negra podemos expresar la ecuacion anterior de la siguiente
manera:

Procesos aerébicos: FCE + FN + O, — X + P + CO, + H,O + AHy

Procesos anaerébicos: FCE + FN — X + P + H,O + AHy
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Figura 1.2: Representacion del modelo de caja negra para el estudio de la estequiometria microbiana

Como puede observarse en las ecuaciones anteriores, los macro y micronutrientes, asi como
los factores de crecimiento no se incluyen en las ecuaciones de crecimiento microbiano. Esto no
implica que no sean importante, sino que son componentes cuantitativamente minoritarios en la
composicién microbiana y, por ende, tienen poco efecto en el tratamiento matemadtico que vamos a
desarrollar. El alumno debe tener en cuenta que si bien no se expresan en la ecuacién de crecimiento,
los componentes minoritarios del medio de cultivo son importantes para el desarrollo microbiano.

Ejercicio 1.1.1 — Ecuacion estequiométrica. Escribir la ecuacién de crecimiento microbiano
de una levadura creciendo aerébicamente en glucosa como FCE y amoniaco como FN. Se sabe
que en estas condiciones de cultivo se produce biomasa, etanol, CO, y H,O.

Solucién: Debemos plantear la ecuacién de crecimiento teniendo en cuenta las férmulas
moleculares de los reactivos (nutrientes) y de los productos del metabolismo microbiano. Luego,

FCE+FN + 0O, — X + P + CO, + H,O + AHy

Para nuestro sistema en particular, tenemos:

aCgH1,0¢6 + bNH3 + cO, —> dX(?) + eC,HgO + fCO, + gH,O + AHy

Como puede apreciarse en este ejercicio, no podemos calcular los coeficientes estequiomé-

tricos de la reaccidn sin conocer la férmula molecular de la biomasa. En el siguiente capitulo
abordaremos este problema para lograr plantear adecuadamente la ecuacidn estequiométrica de

crecimiento microbiano.

1.2 Concepto de Carbono mol

El concepto de Carbono mol es muy relevante a la hora de escribir la ecuacién estequiomé-
trica de crecimiento microbiano y realizar los correspondientes balances para el cilculo de los

rendimientos.
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Definicion 1.2.1 — Carbono mol. Se define como Carbono mol (C-mol) a la cantidad de un
compuesto quimico que contiene un dtomo gramo de C.

De la definicién anterior surge que se puede calcular el C-mol de cualquier compuesto carbonado
de composicién elemental conocida. Para ello, debe expresarse dicho compuesto en su férmula
minima (aquella que contiene 1 at-g de C) y calcular el peso de dicha férmula minima. En la Tabla
1.1 se detallan algunos ejemplos.

Compuesto Férmula molecular Cmol Peso (g)/Cmol
Acido oxdlico C,H,0, CHO, 45
Acido férmico CH,0, CH,0, 46
Acido acético C,H,0, CH,0 30

Glucosa CeH 206 CH,O 30
Glicerol C;Hg0;4 CH, ;0 30,67
Etanol C,HO CH;0 5 23
Metanol CH,O CH,O 32
Metano CH, CH, 16
Isoleucina CgH;530,N CH,; 1700 33Ng 17 21,83
Alanina C;H,0,N CH, 3300 ,67N0 33 29,67

Tabla 1.1: Célculo de Cmol de diferentes compuestos orgénicos

Como vimos en el transcurso de esta asignatura, los microorganismos estdn compuestos por
biomoléculas, con lo cual no es disparatado pensar que podemos hallar una férmula del Cmol para la
biomasa. Para ello, tendriamos que determinar la composicién elemental para cada microorganismo
en particular. Esto demandaria mucho tiempo y recursos, sin embargo, su estimacién es fundamental
para la incorporacion de la biomasa en la ecuacion estequiométrica de crecimiento y para el cdlculo
de los coeficientes estequiométricos. Por fortuna, a partir de estudios previos se ha observado que
la composiciéon de un microrganismo no se modifica significativamente en el transcurso de un
cultivo, e incluso, es muy similar entre diferentes tipos de microorganismos, por ende podemos
definir un microorganismo “estandar” como aquel cuya composicion elemental es 46,5 % p/p de C,
6,94 % p/p de H, 31 % p/p de O, 10,85 % p/p de N y 5% p/p de sales. A partir de esta composicion,
podemos facilmente arribar a la conclusién de que la férmula de 1 Cmol de biomasa ‘estandar’ es
CH, 30 sNy » con un peso de 25,9 g/Cmol. Si bien es conveniente emplear siempre que se pueda la
féormula especifica del microorganismo con el que estamos trabajando, no se comenten grandes
errores al emplear esta férmula ‘estdndar’ en ausencia de datos experimentales.

Ejercicio 1.2.2 — Determinaciéon de Cmol de un microorganismo. Calcular el peso de 1
C-mol de una levadura cuya composicion elemental es: 47 % p/p de C, 7,2 % p/p, de H, 33,4 %
p/p de O,y 8,9% p/p de N. Se determiné que el microorganismo tiene un 3,5 % de sales.

Solucién: A partir de la composicién elemental en % p/p debemos hallar la cantidad de at-g
de cada elemento por gramo de biomasa.

_ 47gC « latgC 207039261th
100gXx  12gC gX




1.3 Concepto de Grado de reduccion 9

_ 7,2¢H « latgH _ 0,072atgH
100gX 1gH gX

_ 33,4g0 o latgO _ 0,0Zlath
100gX 16g0O gX

_ 8,9gN o latgN 207006461th
100gX  14gN gX

Para expresar todo en base a 1 atg de C, debemos dividir cada elemento por 0.0392 atg de
C. De este modo la férmula del Cmol de esta levadura serd igual a: CH | 340 53N 16. Luego, el
peso de 1 Cmol de esta levadura serd igual a:

1x12¢g+1,84x1g4+0,53 x 16g+0,16 x 14g

Cmol de la levadura = (1—0,035)

gX
CmolX

Cmol de la levadura = 25,45

1.3 Concepto de Grado de reduccion

Otro concepto de gran importancia a la hora de considerar la energia puesta en juego en un
bioprocesos es el Grado de reduccién.

Definiciéon 1.3.1 — Grado de reduccién. Se define como Grado de reduccién (y) a los
equivalentes de electrones disponibles en un C-mol de compuesto que son transferidos al O,
en una reaccién de oxidacién, sujeto a determinados grados de referencia (CO,, H,O y un
compuesto nitrogenado en caso que corresponda).

De acuerdo a la definicion anterior, para calcular el ¥ de un compuesto es necesario plantear
la ecuacién de oxidacién quimica de un C-mol de dicho compuesto. Si empleamos un compuesto
genérico, podemos plantear la ecuacién de oxidacidn de la siguiente manera:

= Combustién completa a CO,, H,O y NH;
CHmOlNk + 1'102 - C02 + WHzO + kNH3 + AHC

= Combustién completa a CO,, H,O y N,:
CHmOlNk + 1'102 - C02 + WH20 + pN2 + AHC
En ambos casos, el y del compuesto genérico i se calcula como:
Yi=4xn

Sin embargo, el valor de ‘n’ dependera de las referencias consideradas, especificamente del
compuesto nitrogenado tomado como referencia. Luego, el valor de y; dependera también de la
referencia considerada. En este punto es importante detenernos a deducir en que unidades se



10 Capitulo 1. Estequiometria del crecimiento microbiano

encuentra expresada esta magnitud. Por un lado, ‘4’ son los equivalentes de electrones puestos
en juego para que cada mol de oxigeno pueda pasar de un estado de oxidacién de O en su forma
molecular a -2. Por otro lado, ‘n’ son los moles de oxigeno por carbono mol del compuesto i. De
este andlisis surge que las unidades de 7¥; son equivalentes de electrones por Cmol del compuesto
en cuestion [eq. € /Cmol].

Tratemos ahora de encontrar una expresién matemaética que nos permita calcular ripidamente
el v; de cualquier compuesto sin necesidad de plantear la reaccién de oxidacién y balancear dicha
ecuacion. Para ello, haremos uso de los balances elementales y encontraremos una expresion para
‘n’ para los diferentes estados de referencia considerados.

* Estados de referencia: CO,, H,O y NHj:

CHmOINk + n02 - C02 + WHQO + kNH3 + AHC

Balancede C: 1 =1
Balancede H- m=2w+ 3k
Balancede O:1+2n=2+w
Balance de N: k =k

De estos balances nos queda que:

1 1
=14+-w—=I
n + 2w )
Por otro lado:
1 3
=-m——k
)

Si reemplazamos la expresion para w en la ecuacién anterior:
1 31
=14+-m——k—=I
e

En conclusidn, para los sistemas de referencias empleados:
P =4xn=4+m—20-3k

* BEstados de referencia: CO,, H,O y Nj:
CHmOINk + HOQ - C02 + WHQO + pNz + AHC

Balance de C: 1 =1

Balancede HHm =2 w
Balance de O:1+2n=2+w
Balance de N: k =2p

De estos balances nos queda que:

1 1
=14+-w—-=I
n -+ 2w 5
Por otro lado:

1
w=—-m
2

Si reemplazamos la expresion para w en la ecuacion anterior:

1 1
=14+-m— =1
n +4m >
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En conclusidn, para los sistemas de referencias empleados:
YV =dxn=44m-2I

En la Tabla 1.2 se presenta el calculo del y para diferentes compuestos organicos. Como puede
apreciarse en la misma, los compuestos seleccionados no contienen nitrégeno en su composicién
por lo que el célculo de y es indiferente de la referencia del compuesto nitrogenado que se tome.
En caso de que el compuesto contenga nitrégeno es necesario considerar en el cdlculo de y el
compuesto nitrogenado que se toma como referencia. Veremos mas adelante (Seccion 1.6.3) de qué
depende la eleccion de dicha referencia .

Compuesto ~ Cmol Reaccién AH, (Edly  AH, [y

Y
Ac.oxdlico CHO, CHO,+1:0, — CO,+H,0 1 29,C4m01 29,4
Ac. férmico CH,0,  CH,0,+ 30, — CO,+H,0 2 61 30,5
Ac.acético  CH,O CH,0 + 0, — CO, + H,0 4 1048 26,2
Glucosa CH,O CH,O + 0, — CO, + H,0 4 1119 28
Etanol CH;055 CH30p5+30, — CO,+5H,0 6 163,8 27,3
Metano CH, CH,+20, — CO,+2H,0 8 2134 26,7

Tabla 1.2: Grado de reduccién de diferentes compuestos organicos

En Tabla 1.2 también se presentan los calores de combustién AHc para cada reaccién. Este es
el calor liberado en la oxidacién completa de 1 Cmol de dicho compuesto, por ende tiene unidades
de Energia por Cmol del compuesto. En la dltima columna puede observarse que la relacion entre
el calor liberado durante la combustion del compuesto y el grado de reduccién del compuesto es
practicamente constante e igual a:

Kcal KJ
AH,)y~27,5~% ~ 115
eq.e

eq.e”

El hecho de que esta relacion sea practicamente constante me permite concluir que y es una
buen indicio de la energia contenida en el compuesto. Como veremos mas adelante, esta relacién
también resulta muy ttil para estimar el calor liberado en un proceso aerébico.

Ejercicio 1.3.2 — Determinacion de Grado de reduccion de la biomasa estdndar. Cal-
cular el grado de reduccién de la biomasa estdndar con NH; como referencia y con N, como
referencia.

Solucién: Calcularemos el ¥ por definicién y empleando la férmula que dedujimos anterior-

mente.
* Estados de referencia: CO,, H,O y NH3
Por medio de la definicién:

CH, g0y 5Ny, + 1.050, — CO, + 0.6 H,0 + 0.2NH; + AH
BB —dxn=4x1,05=42

Por medio de la férmula:
WD =44m—21-3k=4+1,8-2%0,5-3x0,2=4,2

* Estados de referencia: CO,, H,O y N,




12 Capitulo 1. Estequiometria del crecimiento microbiano

Por medio de la definicion:

CHI,SOO,SNO,Z +1.2 02 B C02 +0.9 Hzo + 0.1 N2 + AHC
Ke=4xn=4x1,2=4,8

Por medio de la féormula:

ygz:4+m_zz:4+1,8—2x0,5:4,8

1.4 Rendimientos

En el Capitulo 1.1 aprendimos a plantear el crecimiento microbiano como una reaccién quimica,
aplicando el modelo de caja negra. La dificultad que surgi6 en ese momento fue lograr expresar
la biomasa como un compuesto quimico para poder balancear la ecuacion estequiométrica. Sin
embargo, a partir de la introduccién del concepto de C-mol (Capitulo 1.2), podemos reescribir
la reaccion de crecimiento microbiano, utilizando las férmulas minimas de cada compuesto y
expresando todo en funcién de 1 Cmol de FCE, que simbolizamos con la letra S. Para ello,
consideraremos el ejemplo de una levadura (biomasa estandar) creciendo en aerobiosis con glucosa
(FCE), amoniaco (FN), y demds nutrientes necesarios. Se sabe que esta levadura en las condiciones
planteadas produce ademads etanol. Luego, la ecuacidn estequiométrica puede plantearse de la
siguiente manera:

CHzo + aNH3 + b02 - YX/SCHI,SOO,SNO,Z + yp/SCH3OO,5 + YCOZ/SCOZ + WHzo + AHR

donde,

a: Cantidad de FN consumida por Cmol de FCE [molFN/CmolS].

b: Cantidad de O, consumido por Cmol de FCE [molO,/CmolS].

Vyss: Cantidad de biomasa producida por Cmol de FCE [CmolX/CmolS].
Ypis: Cantidad de producto producido por Cmol de FCE [CmolP/CmolS].
Yeorss: Cantidad de CO, liberado por Cmol de FCE [molCO,/CmolS].

w: cantidad de agua producida por Cmol de FCE [molH,0/CmolS].

A Hg: cantidad de calor liberado por Cmol de FCE [kJ/CmolS].

Como podemos apreciar en la ecuacion anterior, los coeficientes estequiométricos pueden ex-
presarse como rendimientos, de este modo, y, es el rendimiento en biomasa, y,, es el rendimiento
en producto (en este caso etanol), y asi sucesivamente. Si bien no hemos tenido en cuenta atin el
tiempo en el cual transcurre esta reaccién, sabemos que estos las concentraciones de los nutrientes
y productos van a evolucionar, de alguna manera, en el transcurso del cultivo. Consideremos el
ejemplo mas sencillo de cultivo en el cual preparamos y esterilizamos un medio de cultivo con todos
los nutrientes necesarios para el crecimiento del microorganismo e inoculamos en esterilidad la
cepa que nos interesa producir (biomasa). Si no intervenimos mas en el proceso (sistema de cultivo
discontinuo o batch), al final del cultivo veremos que las cantidades que colocamos al inicio de
cada nutriente disminuyen, e incluso apareceran productos derivados del metabolismo microbiano
y habrd un incremento de biomasa resultante de la reproduccion celular. Si tomamos el inicio y
el final del cultivo como puntos de referencia, podemos calcular los rendimientos anteriores en
funcién de las medidas experimentales de las concentraciones de las variables que intervienen en el
mismo, de la siguiente manera:
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_ Biomasa producida  AX Xf Xo
Yx/s = TFCE consumida  AS So—S¢

_ Producto producido AP Py
Y/s = TFCE consumida  AS So—Sy¢

De igual manera que con los producto de la reaccién, se puede calcular cualquier rendimiento
de la ecuacién estequiométrica, incluso el de los sustratos. Por ejemplo, si queremos calcular el
rendimiento ‘a’ podriamos hacerlo de manera andloga al rendimiento en biomasa:

FN consumida AN No — Nf
FCE consumida ~ AS So— Sy

a=

En el caso particular del O, y el CO,, a diferencia del resto de los componentes del medio de
cultivo, tienen muy baja solubilidad en el medio de cultivo (fase liquida), con lo cual se intercambian
todo el tiempo con la fase gaseosa. Por ello, no podemos hablar de un incremento absoluto de estos
componentes. Mas adelante veremos como podemos calcular experimentalmente los rendimientos
b ¥ Yeoasss POT ahora los definiremos de la siguiente manera:

b O, consumido O total consumido O, total
"~ FCE consumida AS - So— Sy
CO; producido  CO; total producido  CO; total
Yeoy s = = =

FCE consumida AS - So -8y

Ademas de los rendimientos que se derivan de la ecuacién estequiométrica de crecimiento
podemos plantear rendimientos diferentes en funcién de otros sustratos. Por ejemplo, para saber
cuanta biomasa se genera a partir de la FN podemos calcular el siguiente rendimiento:

_ Biomasa producida  AX X Xy —Xo Xo
Yx/n = FN consumida AN No — Ny

Es posible también calcular cualquier rendimiento como cociente de otros rendimientos. Como
ejemplo, expresemos el rendimiento y,, a partir de los rendimientos conocidos y,, y ‘a’ :

Yx/s
a

Yx/n =

Finalmente, cuando calculamos los rendimientos experimentales en un sistema batch, es usual
que las concentraciones se encuentren en gramos del compuesto por litro del medio de cultivo.
Los rendimientos que hemos visto hasta ahora pueden expresarse en las unidades que queramos,
lo importante es tener siempre presente que los rendimientos que incorporamos en la ecuacién
estequiométrica de crecimiento estin en Cmol o mol (en el caso de sustancias que no tienen C),
ya que se tratan de los coeficientes estequiométricos de las férmulas minimas de los compuestos.
Bastara entonces con hacer un simple pasaje de unidades para expresar el rendimiento en diferentes
unidades.
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Ejercicio 1.4.1 — Expresar rendimientos en diferentes unidades. Calcular el rendimiento
en biomasa en CmolX/CmolS, sabiendo que al final del cultivo batch se obtuvieron 6,5 g/l de
biomasa seca, partiendo de un inéculo de 0,5 g/l, y se consumieron 15 g/l de glucosa (tinica
FCE).

Solucién: Calculamos primero el rendimiento en las unidades medidas experimentalmente.

_AX_Xf—Xo_6,5gx/l—0,5gx/l_ 8x
YX/S= 7o = = =0,4=—
AS So—Sf 15g5/l 8s

Luego, llevamos a cabo el pasaje de unidades:

gx 30gs 1Cmolx Cmolx
Yx/s = 0,4== x X =0,
gs 1Cmols  25,9gx Cmolg

Sustrato limitante del crecimiento

Como Ingenieros Quimicos en formacidn ya estdn familiarizados con el término de sustrato
limitante de una reaccién quimica. Del forma andloga podemos definir el sustrato limitante del
crecimiento de la siguiente manera:

Definicién 1.5.1 — Sustrato limitante del crecimiento microbiano. Se define como tal al
sustrato que condiciona estequiométricamente la cantidad de biomasa que se va a producir.

De la definicién anterior se desprende que la limitacién no necesariamente tiene que ver con la
cantidad de dicho compuesto en el medio de cultivo, sino con los requerimientos nutricionales del
microorganismo. Normalmente los sustratos limitantes del crecimiento son la FCE o la FN, ya que
el resto de los componente o bien se agregan en exceso o incluso se encuentran como impurezas de
otros compuestos, como es el caso de los microelementos. Sin embargo es fundamental a la hora de
disefiar un medio de cultivo conocer los requerimientos nutricionales del microorganismo a cultivar
ya que puede limitarse en cualquier componente del medio de cultivo como ser un microelemento,
una vitamina, un aminoacido, etc.

Ejercicio 1.5.2 — Sustrato limitante del crecimiento microbiano. Determinar cual es el
sustrato limitante del crecimiento aerébico de una bacteria en un medio de cultivo con 10 g/l de
glucosa como FCE y 2 g/l de amoniaco como FN. Se sabe de estudios previos que el y ,/, es de
0,45 g/g. Considerar biomasa estdndar y que no hay formacién de producto.

Solucién: La primer consideracién que debemos hacer es que uno de los dos sustratos
(glucosa o amoniaco) es el sustrato limitante y no cualquier otro sustrato del medio de cultivo.
Ademais, consideraremos que el cultivo se realiza en sistema batch o discontinuo, ya que es el
unico sistema que conocemos por el momento. Existen diversas formas de encarar este problema,
aqui presentaremos una de las mds féciles de analizar pero invitamos al alumno que explore otras
alternativas. Lo primero que haremos es escribir la ecuacion estequiométrica que representa el
bioproceso planteado:

CHzo + aNH3 + b02 I YX/SCHI,SOO,SNO,Z + yCOZ/SCOZ + WHZO + AHR

Uno de los caminos mas sencillos consiste en calcular la cantidad de biomasa que se obtiene
en el proceso considerando que uno de ellos (FCE o FN) es el limitante y compararla con el
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que tendria si el otro nutriente es el limitante. Como puede verse es un estudio teérico previo al
experimento. Para calcular la biomasa haremos uso del concepto de rendimientos. Luego,

= Suponemos que la FCE es la limitante del crecimiento:

AX
Yx/s AS ) ¢S

Si consideramos que es la FCE es la limitante significa que al final del cultivo la concentracién
de ese nutriente es igual a 0 (S = 0) y por ende AS = Sy, entonces:
S X
82 _ 4582

gX
AX]Zyx/SXASZO,Z‘-SgXlOT: ]

= Suponemos que la FN es la limitante del crecimiento:
En este caso, el problema no nos brinda informacién sobre el rendimiento en biomasa de la
FN. Sin embargo, como la biomasa es el tnico producto nitrogenado en esta ecuacién podemos
obtener este rendimiento simplemente observando la férmula de biomasa estandar en la ecuacién
estequiométrica. De dicha férmula podemos determinar que para producir 1 Cmol de biomasa se
requieren 0,2 atg de N, o lo que es lo mismo, podemos producir 5 Cmol de biomasa a partir de 1
atg de N. A partir de esta informacion, deducimos el rendimiento y, /,, de la siguiente manera:

CmolX y latgN y 1molFN " 25,9¢X ! gX
atgN ~ molFN =~ 17gFN =~ CmolX '~ gFN

Yx/n =

Si consideramos que la FN es la limitante significa que al final del cultivo la concentracién
de ese nutriente es igual a 0 (N = 0) y por ende AN = Ny, entonces:

X FN X
AXp =y, X AN = 7,615 5 2872 — 15 2282
gFN l [
Si observamos los AX en ambos casos podemos ver que se genera menor cantidad de biomasa
en el primer caso. Por lo tanto es correcto decir que la FCE es la limitante del crecimiento
microbiano en este ejemplo.

1.6 Balances aplicados a la ecuacion de crecimiento microbiano

En esta seccidn presentaremos todos los balances que podemos derivar de la ecuacion de
crecimiento microbiano. Para ellos utilizaremos el ejemplo de la Seccién 1.4.

1.6.1 Balance de carbono
Dada la siguiente reaccién de crecimiento microbiano:
CHzo + aNH3 + b02 - yX/SCH1,800,5N0,2 + yp/SCH3OO,5 + yCOZ/SCOZ + WH20 + AHR

Planteamos el balance elemental del carbono:

1= Yx/s +yp/s +ycoz/s

Como podemos ver en la ecuacion anterior, el balance de carbono estd simplificado gracias a
que todos los compuestos estdn expresados en su férmula de Cmol y ademds pusimos todo referido
a 1 Cmol de FCE, en este caso glucosa.

Podemos intepretar este balance de la siguiente manera: 1 Cmol de FCE se utiliza como fuente
de carbono en parte para produccion de biomasa (y,/,), en parte para la produccién de producto
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(yp/s) ¥ en parte se libera como CO; (¥, /s)- Dicho de otra manera, y, , es la fraccién de FCE que
se utiliza como FC para la produccion de biomasa, y, , es la fraccién de FCE que se utiliza como
FC para la produccion de un producto (en el ejemplo etanol) y y.,, /5 es la fraccién de FCE que se
libera como CO, gaseoso.

Es de fundamental importancia tener en cuenta que como el balance se deriva de la ecua-
cion expresada en Cmol, este balance es valido inicamente si se expresan los rendimientos
en Cmol.

Balance de nitrégeno

Dada la siguiente reaccién de crecimiento microbiano:
CH20 + aNH3 + b02 — yx/sCHl,SOO,SNO,Z + yp/sCH3OO,5 + YC02/SC02 + WH20 + AHR

Planteamos el balance elemental de nitrégeno:
Ixa=y,;x0,2

La ecuacion anterior es valida siempre y cuando el Gnico destino de la FN sea la biomasa
y los rendimiento se expresen en Cmol. El nimero que precede al coeficiente ‘a’ depende de
la cantidad de nitrogenos que tenga la FN, por ejemplo, si la FN es (NH,4),SOy, el término de la
izquierda se transforma en ‘2a’. Finalmente, si hay un producto nitrogenado o bien la FCE que
contiene nitrégeno, hay que incorporarlos al balance ya sea en el término de los sustratos o de los
productos.

Balance de grado de reduccion

En la Seccién 1.3 aprendimos el concepto de ¥ y como se calcula. Vimos que para calcularlo es
necesario establecer ciertas referencias, normalmente CO,, H,O y un compuesto nitrogenado. En
esta Seccién plantearemos el balance de los ¥ de los compuestos que intervienen en la ecuacién del
crecimiento microbiano. Para ello, estableceremos las referencias mas utilizadas y discutiremos
como elegir la referencia que mas me convenga para resolver el problema.

Dada la siguiente reaccion de crecimiento microbiano:

CHzo + aNH3 + b02 - YX/SCH1,800,5N0,2 + yp/SCH3OO,5 + yCOZ/SCOZ + WHzo + AHR

Planteamos el balance de grado de reduccién, tomando como referencia CO,, H,O y Ny:

}évz —i—a}/]f,lz —4b :yx/sygz —i—y,,/s}’,’yz

Como podemos ver en la ecuacién anterior, si bien los y de los compuestos se calculan
facilmente, para calcular cualquiera de los parametros debemos conocer al menos 3 pardmetros mas.
Para disminuir la cantidad de variables a medir experimentalmente, podemos elegir racionalmente
la referencia nitrogenada, ya que si planteamos la FN como referencia en el balance, podemos
simplificar el balance y no hace falta a priori medir ese compuesto. Asi, si en el ejemplo anterior
planteamos el balance con CO,, H,O y NH; como referencia:

jé‘VH3 —4b = %c/s%(wq} +yp/sng3

Reordenamos las variables para que quede expresado en forma similar al balance de carbono:

e o 4p
1 :yx/s%(vH3 +yp/s,}/gH3+ H,
% B

Esta ultima ecuacion también se escribe como:

l=n+&+e
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En forma andloga al balance de carbono podemos intepretar este balance de la siguiente manera:
1 Cmol de FCE se utiliza como fuente de energia en parte para produccion de biomasa (1), en parte
para la produccién de producto (§) y en parte para el metabolismo energético (€). Dicho de otra
manera, 1) es la fraccién de FCE que se utiliza como FE para la produccion de biomasa, £ es la
fraccion de FCE que se utiliza como FE para la produccién de un producto y € es la fraccion de
FCE que se libera como calor en un metabolismo netamente oxidativo.

En este balance, como en los casos anteriores, los rendimientos se expresan en Cmol al
igual que los 7, los cuales estan expresados por Cmol de compuesto.

Balance energético

El balance energético o entdlpico del proceso estd muy ligado al balance de grado de reduccion,
porque como ya hemos visto los calores de combustion de los compuestos guardan una estrecha
relacién con los ¥ de dichos compuestos. De forma andloga al balance de grado de reduccion,
necesitaremos establecer ciertas referencias. En este caso no es tan sencillo como elegir la FN como
el compuesto nitrogenado de referencia, ya que dependemos de que los calores de combustién
tabulados en bibliografia tengan las mismas referencias. Normalmente los calores de combustién
tabulados estan referidos al N,, con lo cual, tomaremos este compuesto nitrogenado como referencia
para el balance. Dada la siguiente reaccién de crecimiento microbiano:

CHzo + aNH3 + b02 —> YX/SCHI,SOO,SNO,Z + yp/SCH3OO,5 + yC02/8C02 + WHzo + AHR

Planteamos el balance energético, tomando como referencia CO,, H,O y Nj:
AHg + aAHNH3 = yx/sAHX +yp/sAHP + AHg

Este balance nos dice que la energfa contenida en los sustratos (AHs + aAHyp,) en parte queda
retenida en la biomasa (y,/;AHyx), en parte en el producto (y,/;AHp) y parte se libera como calor
(AHR).

En la Seccién 1.3 vimos que el calor de combustién de un compuesto guarda una relacién
practicamente constante con el y de dicho compuesto.

KJ
eq.e”

AH, |y~ 115

Recordemos el balance de y para la misma ecuacion con las mismas referencias (Ver subseccién
1.6.3):

}{gvz +a}{vvz —4b :yx/s}é(vz +yp/sﬁ.y2

Multiplicamos este balance por 115 65% :

115 % %> +al15 x 7> — 115 x 4b =y, 115 x 12 +y,/,115 x 7

Teniendo en cuenta la relacion entre el calor de combustién y el v de un compuesto, la ecuacién
anterior nos queda:

AHgs+aAHyg, — 115 x4b = yx/sAHX —|-yp/sAHp
Si comparamos el balance energético con la ecuacién anterior, llegamos a la conclusion que:
115 x 4b = AHp

Esta tltima ecuacion nos dice que podemos calcular el calor liberado en un bioproceso simple-
mente conociendo el coeficiente ‘b’ que acompaiia al O, en la reaccién de crecimiento microbiano.
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Esta es una buena aproximacion para calcular el calor liberado en un proceso aerébico cuan-
do desconozco los calores de combustion de los compuestos. Sin embargo, debe recordarse
que es un valor aproximado y que no es aplicable a procesos anaerébicos.

Los calores de combustion de algunos compuestos empleados en bioprocesos se presentan en
la siguiente tabla:

Compuesto Cmol AHpg [kJ/Cmol]
Glucosa CH,O 467,5
Sacarosa  CH, 4330916 470,3

Ac.lactico CH,0 454,27

Ac. acético CH,O 437

Etanol CH;30 5 683,4
Biomasa  CH,; 305Ny, 552
Amoniaco NH; 383

Tabla 1.3: Calores de combustiéon con CO,, H,O y N, como referencia

Consistencia de datos experimentales

En las Secciones anteriores hemos descrito el comportamiento microbiano a través de ecua-
ciones homogéneas. Como hemos adelantado ya en la Seccién 1.4, los rendimientos pueden ser
calculados a partir de datos experimentales y mediante éstos, calcular otros rendimientos haciendo
uso de alguno de los balances que hemos visto anteriormente. Muchas veces se calculan todos
los rendimientos experimentalmente y se desea comprobar si estos son consistentes, o bien, se ha
incurrido en errores experimentales. Para analizar esta consistencia normalmente se emplean los
balances de carbono y grado de reduccién (Ver subsecciones 1.6.1 y 1.6.3). Dado que siempre
hay un error asociado a las medidas experimentales, se considera que hay consistencia de datos
experimentales, en los siguientes casos [0]:

0,94 < Yx/s +yp/s +ycoz/s < 1,06

WL 4D

2\/113 +Yp/s }21113 + )/SVHg < 1,07

0,93 < Yx/s

Conclusiones finales

A lo largo de este capitulo hemos aprendido a expresar el crecimiento microbiano y la produc-
cién de un producto de interés biotecnolégico por medio de una reaccién quimica, andloga a las
que el alumno ha visto a lo largo de la carrera. A partir de los conocimientos adquiridos, estamos
en condiciones de:

= Estimar la cantidad de biomasa o producto a obtener a partir de un determinado medio de

cultivo.

= Disefiar cuantitativamente el medio de cultivo para la produccién de una cantidad de biomasa

o producto.

= Determinar el calor liberado durante el proceso biotecnolégico.

= Estimar la cantidad de O, consumido y CO, producido durante el proceso biotecnolégico.

= Analizar la consistencia de los datos experimentales mediante los balances.
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(2. Cinética del crecimiento microbiano

En el capitulo anterior comenzamos a describir matematicamente el crecimiento y la produccién
de producto en un bioproceso. Vimos que como en cualquier reaccién quimica, un bioproceso puede
expresarse de acuerdo al modelo de caja negra, en funcién de los reactivos (nutrientes) y productos
(biomasa, productos metabdlicos, etc). Hasta ahora, no hemos dicho nada sobre la velocidad a la
que ocurre esta reaccion. En el presente capitulo abordaremos conceptos de cinética microbiana
para lograr contestar preguntas como: ;A qué velocidad crece el microorganismo? ;De qué depende
esta velocidad?, ;A qué velocidad se genera producto? ;A qué velocidad debo extraer calor del
biorreactor para mantener la temperatura del mismo constante?. Estas preguntas y muchas mas
podran ser contestadas una vez que el alumno haya finalizado este capitulo.

Velocidades en bioprocesos

Para definir las velocidades a las cuales se lleva a cabo un bioproceso, utilizaremos el ejemplo
planteado en la Seccién 1.4:

CHzo + aNH3 + b02 - yx/SCHl,8OO,5NO,2 + yp/SCH3OO,5 + yCOZ/SCOZ + WHzo + AHR

En este ejemplo podemos observar como se relacionan los nutrientes del medio de cultivo
con los productos a través de los rendimientos estequiométricos. Sin embargo, desconocemos
hasta el momento a que velocidad se lleva a cabo el proceso. La velocidad a la cual transcurre un
bioproceso puede ser descrita microscOpicamente desde la dptica de un microorganismo como
unidad bésica (velocidad especifica) o bien puede describirse macroscépicamente desde la dptica del
proceso global donde la unidad bdsica seria el biorreactor (velocidad volumétrica). A continuacién
definiremos cada una de ellas.

Velocidades especificas

Cada microorganismo como unidad basica, tiene una velocidad de consumo de sustratos
y formacién de producto representada por su correspondiente velocidad especifica (q;). Estas
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velocidades nos brinda informacién acerca del estado fisioldgico de la célula. Tiene unidades de
cantidad de compuesto (i) dividido la cantidad de biomasa (X) por unidad de tiempo.

8i Cmol; mol;
0 o
gxxh Cmol,xh Cmol,xh

]

qil

As{ podemos tener por ejemplo una velocidad especifica de consumo de FCE g, en é—“h, una

. L , mol . L .y
velocidad especifica de consumo de oxigeno qo, en =2 o una velocidad especifica de produccién
Cmol,h

. Cmol . P
de etanol igual a g, en & 15 etc. Como podemos ver, podemos expresar la velocidad especifica

en varias unidades, lo importante es tener en cuenta que siempre estd referido a una cantidad
de biomasa. En forma esquemdtica, las velocidades especificas para el ejemplo dado pueden
representarse de la siguiente manera:

Glucosa p Biomasa
Q‘ g
____SI_F_’__, Etanol
] N
Amonio —_— i
H,O
(o) %
b Y02 Cco,
9
AH,

Figura 2.1: Representacion del modelo de caja con las correspondientes velocidades especificas de
consumo de sustrato y formacién de producto

Si observamos la Fig. 2.1 podemos ver que la velocidad especifica de crecimiento, o dicho
de otro modo, la velocidad de produccién de biomasa, no se representa como q, Sino que esta
simbolizada con la letra griega 1. Esta representa la velocidad a la cual cada individuo se replica
para formar nuevos individuos. A diferencia del resto de las velocidades especificas, [ tiene
unidades de h™', dado que la unidad en el numerador (por ej. Cmoly) se cancela con la unidad del
denominador. Debido a que la produccién de biomasa es uno de los principales objetivos de un
bioproceso, i es una velocidad de gran importancia y va a depender de las condiciones y del medio
de cultivo. Estos se describirdn en detalle en la préximas secciones.

Velocidades volumétricas

Para abordar el concepto de velocidad volumétrica consideraremos el cultivo de una levadura
en erlenmeyer (Fig. 2.2). Dado que no hay ingreso o egreso de liquido durante el proceso, el mismo
es un tipico ejemplo de cultivo batch.

A la izquierda de la Fig. 2.2 se representa el erlenmeyer inmediatamente después de la ino-
culacién (t = O h). En este instante de tiempo el microorganismo comienza a asimilar sustratos
y producir productos a unas determinadas q;. Transcurridas las 2h de cultivo, la biomasa se ha
replicado, pero dado que las condiciones de cultivo se han mantenido constantes y los sustratos
estdn en exceso, las velocidades q; son las mismas que al inicio del cultivo. Dicho de otra manera, la
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Figura 2.2: Cinética de un cultivo batch en erlenmeyer.

velocidad a la cual cada individuo consume sustrato y produce productos es la mismaat=0hyat
=2 h. Sin embargo, el consumo global del sistema no va a ser el mismo a medida que evoluciona
el cultivo, ya que cada vez hay mas microorganismos. Es por ello, que se requiere definir una
velocidad que tenga en cuenta la evolucién de las variables macroscépicas cuando se incrementa la
biomasa. Esta velocidad se obtiene de multiplicar las velocidades especificas por la concentracién
de biomasa que hay en ese momento en el biorreactor.

I"i:c],’XX

Y tiene unidades de

gi OCmoliOmol,-]
Ixh Ixh Ixh

I"i[

La velocidad que acabamos de definir se denomina velocidad volumétrica y nos brinda
informacién acerca de la evolucién de las concentraciones de las especies (sustratos, productos)
en el tiempo de cultivo. En forma esquematica, las velocidades especificas para el ejemplo dado
pueden representarse de la siguiente manera:

Glucosa Biomasa

Figura 2.3: Representacion de las velocidades volumétricas en un biorreactor tipo erlenmeyer.
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Relacion entre velocidades y rendimientos

En el capitulo 1 de este apunte hemos planteado la reaccién que describe un bioproceso con
las especies extracelulares que intervienen en el mismo y con sus correspondientes coeficientes
estequiométricos, los cuales representan los rendimientos respecto de la FCE. Luego, en la seccién
2.1 utilizamos el siguiente ejemplo:

CHzO + aNH3 + b02 —> yX/SCH1,800,5N0,2 + yp/SCH3OO,5 + YCOZ/SCOZ + WHzo + AHR

Asi como planteamos estequiométricamente la reaccion de crecimiento microbiano, podemos
hacerlo considerando la cinética a la cual ocurre este proceso:

I'5CH20 + I'NNH3 + r0202 —> rXCHl’SOO,5NO’2 + I'pCH300’5 + rcozCOZ + rHQOHZO + I'¢

Para poder comparar con la ecuacién que conocemos, expresamos todos los componentes de la
reaccién en funcién de la FCE, esto es, dividimos todo por rg:

rN ro2 X rP rC0O2 rH20 rg
CH0 + 2 NH; + 22 0, —= X CH, 40y sNo + ' CH;0 5 + €92 CO, + 20 1,0 + 1

Si comparamos ambas reacciones podemos notar rapidamente que es posible expresar los
rendimientos estequiométricos como cociente de velocidades volumétricas, esto es:

N
a=—
rs

o,
rs

rx
Yx/s = —
rs

rp
yp/s = —
rs

o rco,
Ycoy/s = —

b=

TH,0
w =
rs

.
AHg =2
rs

En forma genérica podriamos decir que:
Ti

Yi/s = E

A su vez, si recordamos la relacién entre las velocidades volumétricas y especificas (Ver
subseccion 2.1.2):

yig= = 4 X di
5 gsxX gs

Como podemos ver en la ecuacién anterior, cualquier rendimiento pueden expresarse en forma
andloga como el cociente de las velocidades especificas correspondientes. Luego,
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gnN
qs

p= 102
qs

Yx/s = —

Ypis = —
P/S gs

qco,

Yco,/s =

qH,0
w=——
qs

AHg =10
qs

Ejercicio 2.2.1 — Cdlculo de velocidades. Determinar la velocidad volumétrica de consumo
de glucosa en gg/lh de un microorganismo creciendo a un ., de 0,3 2~! cuando la biomasa
alcanza un valor de 2,5 g/1. De estudios previos se sabe que el yx /5 es de 0,5 Cmoly/Cmolg.

Solucién: Hemos visto previamente que cualquier rendimiento puede calcularse como el
cociente de velocidades especificas o volumétricas. En este ejercicio se pide calcular la velocidad
volumétrica de consumo de glucosa, esto es, rq. Para ello, el problema nos brinda como dato
el rendimiento de biomasa en sustrato (yx,5). Luego, expresamos el rendimiento anterior como
cociente de las velocidades volumétricas correspondientes:

rx
Yx/s = —
rs

rx
rs = ——
Yx/s

Para calcular rg tenemos el dato del rendimiento en Cmoly/Cmolg, el cual debemos convertir
a unidades de gx/gg, ya que se pide rg en unidades de gg/lh. Para ello, consideramos biomasa
estandar y realizamos la siguiente conversion de unidades:

Cmolx » 1Cmolg » 25,9gx :0743&(
Cmolg 30gs 1Cmolx gs

Yx/s =Y,

El valor de la de velocidad volumétrica de crecimiento (rx) no es un dato del problema,
sin embargo, podemos calcularlo a partir de la velocidad especifica de crecimiento [, y la
concentracién de biomasa (X) en ese instante.

rx =uX =0,31"1x2,5¢x/1 =0,75¢gx /1h

Por lo tanto,
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rx - 0,75gx/lh -

— — — 17458
yx;s 0,43gx/gs

lh

rs 1,74

Velocidad especifica de crecimiento

Dada la importancia que tiene la velocidad especifica de crecimiento (i) en un proceso
biotecnolégico, vamos a dedicar esta seccidn a su estudio. No debemos perder de vista que la
produccién biotecnoldgica de productos siempre requiere biomasa, con lo cual es importante saber
a que velocidad puede reproducirse cada microorganismo y como se ve afectada esta velocidad por
los pardmetros y variables de cultivo. A continuacién veremos brevemente los principales factores,
comenzando por la relacién entre 1 y la concentracidn de sustrato en el medio de cultivo.

Jacques Monod describi6 el afio 1940 una ecuacién que relaciona ( con la concentracion de
sustrato limitante (S), la cual conocemos en la actualidad como ecuacién de Monod. Esta ecuacion
trata de describir las observaciones de varios experimentos que €l realizé donde percibié que
a bajas concentraciones de sustrato [ variaba, mientras que a mayores concentraciones [ era
independiente de la concentracién de sustrato. Esto lo expresé matematicamente, por medio de la
siguiente ecuacion:

_ Mimax[S]
H= Ks+15]

Esta ecuacién, muy similar a la ecuacién de Michaelis-Menten que vimos en la clase de enzimas,
tiene dos constantes . Y Kg. Por un lado, Kg se denomina constante de saturacion media y es
la concentracién de sustrato limitante para la cual la velocidad especifica de crecimiento es la
mitad de U,y. Por su parte, Kg es un parametro que nos brinda informacién acerca de la afinidad
de un microorganismo por un sustrato en particular, bajo determinadas condiciones de cultivo.
El microorganismo serd mas afin a un sustrato cuanto menor sea el Kg de ese sustrato en las
condiciones de crecimiento. La Tabla 2.1 nos brinda informacién acerca de los valores de K, de
algunos sustratos para Escherichia coli creciendo a 37°C.

Sustrato limitante Kg (mg/1)

Glucosa 4
Lactosa 20
PO,H, 1,6
Arginina 0,5
NH, 0,1-1

Tabla 2.1: Constante de saturacion media de sustratos para E. coli creciendo a 37°C

La ecuacién de Monod puede representarse de la siguiente manera (Fig. 2.4):
En ésta, podemos detectar 3 zonas:
= Cuando S <<<< Kj, u va a depender linealmente de la concentracién de sustrato.

Ks

u

= Cuando S es del orden de kg, it va a depender de S siguiendo la ecuacién de Monod

. “'max[s]
H= Ks+[S]
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Hmax

 (1/hr)

I‘IMEI

2

Ks S (mg/l)

Figura 2.4: Representacion grafica de la ecuacién de Monod.

= Cuando § >>>> Kjs, u no depende de la concentracion de sustrato y toma su valor maximo
en esas condiciones (Ly)-

M = Hmax

En cuanto a W, como se dijo anteriormente, es la méxima velocidad a la que puede crecer
un microorganismo en determinadas condiciones de cultivo. Por lo tanto, es importante conocer
como varia [, respecto de las condiciones de cultivo. En este apunte abordaremos los pardmetros
mds importante que pueden afectar el valor de .. No debemos olvidar que al hablar de .,
asumimos que todos los nutrientes del medio de cultivo (incluyendo el sustrato limitante) estdn en
exceso, con lo cual la concentracién de S no puede ser nunca un factor que afecte a fyqy.

Influencia del tipo de microorganismo en ;.

La velocidad especifica de crecimiento estd influenciada por factores ambientales y factores
enddgenos. Entre los factores endégenos estd la organizacion morfoldgica, la regulacién y el control
intracelular. Por ello, no es ilégico pensar que la velocidad maxima a la cual puede reproducirse un
microorganismo dependerd esencialmente de la complejidad del sistema celular y por ende, del tipo
de microorganismo que se trate. Luego, microorganismos de menor complejidad morfolégica como
las bacterias (procariontas) pueden replicarse a mayor velocidad de lo que podria hacerlo una célula
eucariota, la cual estd compartamentalizada en diferentes organelas por sistemas de endomembranas.
Dado que estos conceptos ya se han abordado previamente en la materia bastard con decir que
a menor complejidad, mayor serd el W, vy decrecerd a medida que aumente la complejidad
del sistema. U,,,x como vemos estd relacionada con el tiempo que tarda un microorganismo en
duplicarse. A este tiempo se lo denomina tiempo de duplicacién (tp) y se relaciona con u de la
siguiente manera:

~In(2)
u
En la Tabla 2.2 se presentan algunos valores de u y tp de diferentes microorganismos y se los
compara con células vegetales y animales.

Debe tenerse en cuenta que los valores de la Tabla 2.2 son orientativos y que existen microorga-
nismos que estn fuera de los rangos tipicos para su clase.
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Microorganismos/células Winax (™" tp(h)
Bacterias 0,6-1,4 0,5-1,15
Levaduras y hongos filamentosos  0,2-0,6 1,15-3
Célula animales 0,01-0,04 17-70
Célula vegetales 0,007-0,03 23-100

Tabla 2.2: U4y ¥ tp para diferentes tipos de microorganismos y células

Influencia de la temperatura en .,

El efecto de la temperatura sobre la velocidad especifica de crecimiento es complejo ya
que depende exclusivamente del metabolismo microbiano y, por ende, varia de microorganismo
a microorganismo. Ya hemos visto a lo largo de la asignatura que un microorganismo es un
reactor complejo compuesto por varias reacciones interconectadas que constituyen el metabolismo
microbiano. Estas reacciones metabdlicas estdn en su mayoria catalizadas por enzimas. Estos
biocatalizadores, como hemos visto previamente, dependen de la temperatura dada su naturaleza
proteica y, por ende, la velocidad a la que crece un microorganismo también se vera influenciado
por la misma. El efecto global de la temperatura sobre el crecimiento microbiano se representa en
la Fig. 2.5. A medida que se incrementa la temperatura, U,,,, se incrementa ya que la velocidad
global de las reacciones que componen el metabolismo aumenta. Ademads, con el incremento de la
temperatura aumenta la fluidez de la membrana plasmadtica y con ella la difusién y transporte de
nutrientes. Sin embargo, a partir de una determinada temperatura, las enzimas que catalizan las
reacciones claves del metabolismo se inactivan con lo cual U,,,, decae abruptamente. Junto con las
enzimas, otras proteinas como los transportadores de membrana también pueden verse alteradas
por la temperatura y con ello se afecta la asimilacién de nutrientes. A temperaturas muy elevadas,
la muerte celular ocurre por disrupcién de la membrana plasmatica. Como puede verse en la Fig.
2.5, la temperatura 6ptima de crecimiento se encuentra en la interseccién de ambos efectos y por
encima de la misma la velocidad de crecimiento cae abruptamente.

25

20

ORI O T T I T O

u (1/h)

0.5

I T O O

-10 -5 [ S 10 15 20 25 30 35

Temperatura ("C)

Figura 2.5: Efecto de la temperatura en la velocidad especifica de crecimiento microbiano

La temperatura éptima de crecimiento de un microorganismo depende mucho del entorno y
del tipo de microorganismo. Normalmente se emplean clasificaciones para agrupar a los micro-
organismos que crecen en un determinado rango de temperatura. Estos microorganismos tienen
caracteristicas metabdlicas que les permiten tener un comportamiento similar frente a este factor.
En la tabla 2.3 se presenta una clasificacién de microorganismos de acuerdo a la temperatura.

Desde el punto de vista productivo, conviene conocer la temperatura 6ptima de crecimiento del
microorganismo que se cultiva con propésito biotecnolégico. Normalmente, se busca cultivar a los
microorganismos a una temperatura cercana a la 6ptima.
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Clasificaciéon  Rango de temperatura (°C) Temperatura 6ptima (°C)
Psicréfilos 0-20 ~ 15
Psicrétrofos  10-30 ~ 20
Mesofilos 15-45 ~ 35
Termofilos 35-70 ~ 60

Tabla 2.3: Clasificaciéon de microorganismos de acuerdo a la temperatura 6ptima de crecimiento

Influencia del pH en u,,,,,

El pH del medio donde crecen los microorganismos tiene gran influencia en la gt. Como en el
caso de la temperatura, el pH influye en la estabilidad de las proteinas que constituyen al microrga-
nismo, y por ende habrd un pH al cual la velocidad de crecimiento es 6ptima y pH a los cuales el
microorganismo no puede crecer y reproducirse. En general, los microorganismos pueden crecer en
una variada gama de pH que van desde pH = 2 hasta pH = 11. Son excepcionales los microorga-
nismos que pueden crecer por debajo o encima de este rango. Ademads, los microorganismos que
toleran pH 4cidos no toleran pH alcalinos y viceversa. En forma general, siempre hay un rango de

pH 6ptimo para el crecimiento en el cual w,,,, es 6ptima (Fig. 2.6) y es el que representa menor

gasto energético para mantener el pH intracelular. Dicho pH se mantiene gracias a los sistemas
buffer internos y a bombas de protones que intercambian protones con el medio a expensas de ATP.

Si el gasto energético para mantener el pH es muy elevado, el crecimiento disminuye o incluso el
microorganismo puede morir.

1A

i
T T T T il T
4 5 [

. B g 5 10
Hango de pH dptimo
pH

Figura 2.6: Efecto del pH en la velocidad especifica de crecimiento microbiano

Como en el caso de la temperatura, existe una clasificacién de microorganismos de acuerdo

al rango de pH en el cual u,,, es 6ptima (Tabla 2.4). En general, la mayoria de las bacterias
son neutréfilas, aunque hay géneros acidéfilos como las bacterias de 4cido l4ctico. Los hongos
filamentosos y levaduras toleran mas los pH acidos que las bacterias, con pH 6ptimos entre 4 y 5,5.
Las arqueas, por su parte, son microorganismos procariotas habituados a crecer en condiciones

extremas, con lo cual tienen ejemplares acidoéfilos y alcaléfilos, los cuales tienen enzimas estables a
estos pH extremos.
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Clasificaciéon  Rango de pH 6ptimo
Acidéfilos 2-5,5

Neutroéfilos 5.5-8

Alcaléfilos 8-11

Tabla 2.4: Clasificaciéon de microorganismos de acuerdo al rango de pH 6ptimo de crecimiento

Influencia de la composicion del medio de cultivo en ..,

La calidad del medio de cultivo del cual los microorganismos extraen los nutrientes para crecer
tiene influencia en la velocidad especifica a la que creen. Ya hemos visto en la Seccién 1.1, que los
microorganismos toman los nutrientes disponibles en el medio de cultivo para obtener energia y
poder reductor a partir de las reacciones de catabolismo y emplear dichos producto en la generacién
de un nuevo individuo mediante la sintesis de sus macromoléculas constitutivas por medio de las
reacciones de anabolismo. Cuanto mas sencillo sea el camino de aprovechamiento de nutrientes,
mayor serd la energia disponible para las reacciones de anabolismo o, dicho de otro modo, més
rdpido podrd reproducirse. Los medios de cultivo de composicién compleja contienen gran parte de
los monémeros que se requieren para las reacciones anabdlicas, con lo cual, el microorganismo
gasta menor cantidad de recursos para producirse a si mismo. Entenderemos mejor estos conceptos
con el siguiente ejemplo. Para generar las proteinas que requiere el microorganismo ya sea enzimas
o proteinas estructurales, se requiere de los aminodcidos que son las unidades monoméricas que
definirdn en dltima instancia su naturaleza y funcionalidad. Si el medio de cultivo contiene una
sal inorgdnica de amonio, el NH," ingresa en la célula y reacciona con el a-cetoglutarato dando
lugar a los aminoécidos glutamina y glutamato. Estos aminodcidos dardn lugar al resto de los
aminodcidos necesarios mediantes diversas rutas metabélicas. La produccién de estos aminoacidos
requiere energia y poder reductor, con lo cual si en el medio de cultivo se agregan nutrientes que
contengan los aminodcidos preformados (ej. hidrolizados de proteinas o peptonas), la célula se
ahorraré recursos para producir estos aminodcidos y el microorganismo podrd crecer a una mayor
velocidad. En la siguiente tabla se ejemplifica lo anterior con datos de cultivo batch de la levadura
Rhodosporidium toruloides creciendo en diferentes fuentes de nitrégeno.

Fuente de nitrégeno Winax

Peptona 4cida de caseina 0,134
Glutamato 0,129
Urea 0,110
Nitrato de sodio 0,109
Glicina 0,105
Sulfato de amonio 0,103

Tabla 2.5: Velocidad especifica de crecimiento de R. toruloides en cultivo batch con diferentes
fuentes de nitrégeno.

Conclusiones finales

A lo largo de este capitulo hemos aprendido cémo expresar la velocidad a la cual el microorga-
nismo crece y genera productos biotecnoldgicos. A partir de los conocimientos adquiridos estamos
en condiciones de:

= Estimar las velocidades a las que el microorganismo en forma individual consume sustratos

y produce productos (velocidadades especificas).
= Estimar las velocidades a las que el sistema consume sustratos y produce productos.
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= Determinar la velocidad de remocion de calor en un bioproceso (velocidades volumétricas).
= Estimar la velocidad de suministro de O, (en microorganismos aerébicos).
= Estimar rendimientos respecto a sustratos y productos.
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