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RESUMEN DE LA MEMORIA PARA OPTAR

AL TITULO DE INGENIERO CIVIL EN BIOTECNOLOGIA
POR: STEFANO JESUS PASCUALETTI CASTRO
FECHA: 2019

PROF. GUIA: JUAN ASENJO DE LEUZE

PRODUCCION DE ACIDO HIALURONICO EN CULTIVOS DE
ESCHERICHIA COLI DE ALTA DENSIDAD

Este trabajo de titulo es motivado por la creciente demanda de acido hialurénico,
que proviene de sus usos con fines cosméticos y médicos. Por esto, se busca optimi-
zar el crecimiento de una cepa de Escherichia coli modificada con un gen hasA de
Streptococcus equismilis, productor de adcido hialurénico para la produccién de éste

de manera recombinante.

La metodologia desarrollada se baso en la realizacion de varias fermentaciones sin
inducir la produccion de acido hialurénico, variando el control de pH y la alimenta-
cién entre cada una. Posteriormente, se realizan fermentaciones con alimentacién e
induccion de acido hialurénico, variando elcontrol de pH. Teniendo los datos de estas
fermentaciones, se realizan comparaciones entre distintas condiciones, en busqueda

de un 6ptimo.

Finalmente se concluye que las condiciones 6ptimas de crecimiento son con control
apH = 7,0 y alimentacién con fuente de carbono y nitrogeno en t = 19 [h], mostrando
diferencias de hasta 300 % en el peso seco. Los rendimientos o yields de produccién
de biomasa se mantienen parecidas en todas las fermentaciones, con excepcion de la
fermentacion con induccion y con control de pH. Esto hace pensar que la produccién
se activa con mantencion de pH, pero debido a problemas en el estudio paralelo en

el ambito molecular, no se pueden tener causas claras de esto.
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Antecedentes generales

El 4cido hialurénico (HA) es un glicoaminoglicano lineal y uniformemente re-
petitivo, compuesto por 2.000 a 25.000 disacaridos de N-acetilglucosamina y acido

glucurénico unidos alternadamente por enlaces glucosidicos 5-1-3 y -1-4 [1].

COOH CH:OH

i H JHCOCH,
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n-Cilucuronic Acid N-Acetyl Glucosamine

Figura 1.1: Unidad bésica repetida de acido hialurénico

El acido hialurénico es abundante en tejido conjuntivo, epitelial, liquido sinovial
y espacio intercelular de la epidermis [1] ademéds de 6rganos como pulmones, rifiones,
cerebro y en menor medida el higado [2]. Se conocen funciones bioldgicas del HA
ligadas a la expansién de tejidos ante las restricciones puestas por la matriz fibrosa
de colageno, ademas de intervenciones, aun en estudio, relacionadas con el sistema
inmune. Sumadas a las funciones anteriormente nombradas, altas concentraciones de
HA son encontradas en regiones ligadas a proliferacién y diferenciacion celular [1].

Cabe destacar también, que cepas de Streptococcus de Grupo A y Grupo B utilizan



HA como parte de su capsula extracelular, uno de sus factores patégenos [1], [3].

Los usos més conocidos del acido hialurénico son cosméticos y en el tratamiento
de la osteoartritis. En el caso cosmético, inyecciones de HA a nivel subdérmico, per-
miten la generacion de un gel capaz de absorber miles de veces su peso en agua, lo
que permite rellenar espacios subcutaneos, escondiendo arrugas de manera efectiva
[1]. En el caso de la osteoartritis, de rodilla més especificamente, se realizan inyec-
ciones de HA con el objetivo de mejorar la elasticidad y aumentar la viscosidad del
liquido sinovial ademas de estimular la sintesis natural de HA [4], permitiendo una
mayor movilidad de la articulacién, disminuyendo el dolor de la persona afectada [5].
Adicionalmente, se han propuesto usos para el acido hialurénico en el tratamiento
del cancer, uniéndolo con un carrier o portador de medicamentos, aumentando la

eficacia del tratamiento [6]

Inicialmente, la produccion de acido hialurénico se limit6 al aprovechamiento de
deshechos de la industria avicola y ganadera como lo son las crestas de gallos y arti-
culaciones de bovinos [1], [2], [7]. La dificultad de extraccion, bajos pesos moleculares
de las cadenas moleculares, miedo a infecciones virales interespecies y aumento de la
demanda de HA, han sido factores que impulsado la produccién de acido hialurénico

recombinante a partir de diferentes microorganismos.

Se denomina cultivo de alta densidad a un tipo de cultivo que permite el creci-
miento de un microorganismo mas alla de ODggo = 23 [8]. Este tipo de cultivo esta
basado en la identificacion de los factores que permitan aumentar la concentracion de
células, como la eleccion de un medio de cultivo adecuado, flujo de aireacion ademés

de flujo y tiempo de alimentacion.



1.2. Motivacion

Inicialmente, se descubrié la produccion wild type de acido hialurénico en cepas
del Grupo A y B de Streptococcus [3]. Debido a la naturaleza patégena de estas
cepas, se ha buscado producir HA de manera recombinante en microorganismos no
patdégenos de diversos tipos, tales como Bacillus subtilis [9], Lactococcus lactis [10],
entre otros [11, 12, 13]. En vista de la demanda de &cido hialurénico ird en aumento,
alcanzando un mercado estimado de 15.250 millones de délares hacia el 2026 [14],
sus potenciales usos y busqueda de formas de produccién en grandes cantidades, es
que se busca producir esta molécula en cultivos de alta densidad de una bacteria tan

comun y estudiada como lo es la Escherichia coli, en un fermentador fedbatch.

1.3. Antecedentes bibliograficos y discu-

siones bibliograficas

Uno de los primeros estudios relacionados a la produccién de 4cido hialurénico
en microorganismos fue el de Sugahara con Streptococcus del Grupo A en 1979 [3].
En este estudio, se tienen las primeras pistas del proceso de biosintesis del acido
hialurénico, como su preferencia por fuentes de carbono en forma de monosacaridos
por sobre los disacaridos en la elongacién de la cadena y su relaciéon con el meta-
bolismo de azucares como el glicélisis. Si bien, al ano 1991 atin no se conocia con
exactitud las rutas metabdlicas, basados en evidencia de que el acido glucurénico y
N-acetilglucosamina son derivados de glucosa-6-fosfato y fructosa-6-fosfato respecti-
vamente [15] se propuso una ruta metabdlica [1] (ver Figura 1.2). Posteriormente,
Dougherty ya se habia identificado un locus, denominado has, vinculado a la produc-
cién de HA de capsula patogénica en Streptococcus del Grupo A y la identificacién de
3 genes (hasA, hasB y hasC') en él [16]. Posteriormente se realiz6 la caracterizacién
de hasA del locus has [17]. Las enzimas expresadas por hasA, hasB y hasC fueron
identificadas como Hialuronan sintasa, UDP-glucosadehidrogenasa y UDP-glucosa
pirofosforilasa respectivamente, dando cuenta que el operén (o locus) has es casi

idéntico al has humano [17], aumentando su potencial para el uso médico.

La identificacién del operén has en Streptococcus, qué enzimas son expresadas a



partir de él y la ruta metabélica en la que estan involucradas dichas enzimas, ayuda
de mejor manera a planear una estrategia para la produccion de acido hialurénico
en distintos microorganismos. Las estrategias incluyen la eleccion de la fuente de
carbono para el medio de cultivo o la eleccion del tipo de fermentador a utilizar, con

objetivo de maximizar el acido hialurénico producido.

Uno de los primeros acercamientos a la produccion de HA en fermentadores fue
mediante el uso de Bacillus subtilis transformado con el gen hasA de Streptococ-
cus equisimilis [18]. La eleccién del microorganismo a transformar en este estudio se
realiz6 considerando que tanto como Streptococcus equisimilis como Bacillus subtilis
son bacterias grampositivas, lo que supondria un beneficio por sobre opciones Gram-
negativas en la produccion de una molécula extracelular como el acido hialurénico.
Adicionalmente, se descubrié que Bacillus subtilis tiene mayor robustez metabdlica,
ya que sobre expresar hasA no afecté mayormente al crecimiento celular [18], a di-
ferencia de Fscherichia coli que la sobreexpresién de hasA de Streptococcus merma

su capacidad de crecimiento [19].

La capacidad de produccién de moleculas recombinantes en alta densidad de F.
coli ha sido probada en multiples ocasiones con concentraciones celulares que van
desde 26 [%] hasta 173 {%} [20]. La capacidad de produccion de HA en fedbatch de
E. coli en vista de un cultivo en alta densidad, fue puesta a prueba con la insercion
del gen de Hialuronan sintasa proveniente de una bacteria gramnegativa (Pasteu-
rella multocida) [13]. En este estudio, se logré alcanzar una concentracion méxima
de 2 {%} de HA y un crecimiento celular ODgyy = 30, equivalente a 15 [%} peso
seco (Ver Figura 1.3). Si bien, los niveles de crecimiento celular y de produccién
de HA son prometedores para FE. coli considerando las limitaciones al sobreexpre-
sar hasA mencionadas anteriormente, se debe considerar que tanto E. coli como
Pasteurella multocida son bacterias gramnegativas, por lo que utilizar genes de bac-

terias grampositivas como Streptococcus podria mantener el efecto negativo en fed-

batch.

Ademas de considerar factores como rutas metabodlicas y microorganismo a uti-
lizar, se deben considerar otro tipo de factores a la hora de producir cultivos de
alta densidad. Uno de los més importantes es la formulacion del medio y si se sigue

administrando este medio en forma de feed. Korz [21] logr6 concentraciones de peso

4



seco de hasta 128 {%} usando glucosa como fuente de carbono y usando una versién
24 veces mas concentrada en glucosa y libre de fuente de nitrégeno como alimenta-
cién de fedbatch (Figura 1.3). Lamentablemente, por falta de ciertos componentes
del medio en el laboratorio, no sera posible usar dicho medio. Sin embargo, se planea
utilizar una alimentacion con altas concentraciones de glucosa (50 % [%]) y fosfato de
amonio (10 % [%]) [13]. En bisqueda de un nuevo medio de cultivo, se da cuenta de
Terrific Broth (TB) y Luria Broth (LB) se utilizan como medios para alta densidad,

dando a TB valores de peso seco més altos [22].
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Considerando lo anterior, es que se busca realizar la producciéon de HA en E. coli,
utilizando el gen de hasA procedente de Streptococcus equisimilis y hasB procedente
de la cepa de E. coli K12, ademas de estar insertos en un vector inducible mediante
Isopropil-3-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG). Esto presenta cambios con respecto a
los estudios anteriormente mencionados: Se utiliza un gen hasA proveniente de una
grampositiva, para ser utilizada en una gramnegativa y la produccién de HA esta
sujeta a induccién para evitar competicién con el crecimiento celular. Sumado a esto,
se planea realizar el cultivo fedbatch con una sola alimentacién puntual, a diferencia

del estudio de Mao, en el que se realizan 2 alimentaciones puntuales [13].
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Figura 1.3: Sintesis fedbatch de HA en bioreactor de 1 L.
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1.4. Objetivos y limitaciones

1.4.1. Objetivo General

Estudiar las condiciones del crecimiento de Escherichia coli en alta densidad en
un fermentador fedbatch para la produccion de acido hialurénico de manera recom-

binante.

1.4.2. Objetivos especificos
Se consideran los siguientes objetivos especificos:

1. Identificar condiciones de cultivo (régimen de alimentacién y control de pH)

para maximizar el peso seco de E. coli en cultivo, mas alla de 1 {%]

2. Alcanzar una concentracion peso seco de 15 [%} de E. coli sin produccion de

ac. hialurénico.

3. Identificar como afecta la induccién a la produccién de ac. hialurénico en el
crecimiento del cultivo de E. coli mediante la determinacién de pardmetros de

cinética de crecimiento y medicién de peso seco.

1.4.3. Limitaciones

1. En estudios anteriores de produccion de HA, no se superan los 15 {%} en peso
seco de biomasa [9, 10, 11, 12, 13, 23], por lo que puede que no se supere esa

barrera.

2. Competencia entre rutas metabodlicas de formacién de biomasa y produccion
de HA puede suponer problema si no se estima adecuadamente el momento

para la sintesis [11].

3. La viscosidad del medio de cultivo a concentraciones de 4 — 5 {%} de acido
hialurénico lleva a mala agitacion y baja transferencia de oxigeno, limitando

la subsecuente produccion del mismo.



1.5. Nomenclatura

F Flujo volumétrico en un fermentador en [ﬂ

Vv Volumen fermentador en [L]

T Concentraciéon peso seco de biomasa en [%}

T Concentracién peso seco inicial de biomasa en [%]

Te Concentracion peso seco de biomasa a la entrada de un fermentador genérico en [%]
HA Acido Hialurénico

[HA]  Concentracién de Acido Hialurénico en [%]

[Glu]  Concentracién de glucosa en % [%]

Y% Yield o rendimiento de produccién de A con respecto a B en [%]
o Velocidad de crecimiento en HL]

Pmaz Velocidad méaxima de crecimiento en [%]

Q Velocidad de muerte de microorganismos en {H



1.6. Metodologia especifica

La cepa por utilizar es E. coli BL21 con el vector pET11a (Ver Anexo 4.1), que
contiene el gen hasA de Streptococcus equisimilis y hasB procedente de la cepa de E.
coli K12, ademas de genes de resistencia a ampicilina e inducciéon mediante IPTG.
El biorreactor a utilizar es el Biotech® Biostat B 0496 con recipiente de 2 [L]. La
alimentacion puntual que se proporcionara a las fermentaciones sera de concentracion
500 [%} de glucosa y fosfato de amonio 10 {%} de fosfato de amonio con concentracion

final en medio de 50 {%} y 1 [%} respectivamente [13].

1.6.1. Preparacion inéculo

Para la realizacién del preinculo, se preparan 1[L] de medio TB [24] con adicién
de ampicilina con concentracién final de 100 [%} Se separan 50 [mL] (los 950 [m L]
restantes se utilizardn para la fermentacién) y se inocula con la cepa antes nombrada
con un factor de dilucién de 1000. Se deja incubar por 16 [h] a 37°C' y con agitacién
de 200 [RPM]. El biorreactor es inoculado siguiendo el protocolo mencionado en el

correspondiente manual adjunto en el Anexo 4.2.

1.6.2. Condiciones de cultivo

La temperatura de cultivo en biorreactor se fija en 37°C', la cual serd monitoreada
mediante la termocupla del biorreactor y controlada por medio de la chaqueta en-
friadora del mismo. El pH es monitoreado por el pH-metro del biorreactor y, en caso
de necesitarlo, serd ajustado a pH = 7.0 con soluciones HC10,1 [M]y NaOH 0,1 [M]
[25]. En caso de haber problemas con dicho sensor, la medicién de pH se realizard con
tiras reactivas y/o un pH-metro externo. La aireacién se fij6 en 2 [vvm| de aire y la
agitacion en 350 [RPM], las cuales son las condiciones maximas que soporta el bio-
rreactor. La extraccion de muestras para su analisis, sigue el protocolo mencionado

en el manual (Anexo 4.2).



1.6.3. Determinacién peso seco

La determinacion de peso seco de cada muestra se realiza mediante medicién de
densidad éptica a 600 [nm], ODgy. La curva de calibracion, que relaciona O Dgo
con peso seco se realiza tomando muestras de 2 [mL] por cuadruplicado, cada cierto
tiempo, de una fermentacion de prueba. A estas muestras, tras medir O Dggg en un
espectrofotémetro, son centrifugadas a 130.000 [RP M| por 10 [min], descartando el
sobrenadante y conservando el pellet. Posteriormente, estas muestras se llevan a una
estufa a 60°C por 6 [hr] y posteriormente son masadas. La diferencia de masa entre el
tubo vacio y con muestra, entrega el peso seco de biomasa de la muestra en 2.5 [mL)].
Teniendo varios de estos puntos peso seco / O Dggp, se realiza una regresion lineal de

los puntos en busqueda de una ecuacién.

1.6.4. Determinaciéon tiempo de alimentacién

El tiempo de alimentacién serd el momento en el que el cultivo se esta quedando
sin fuente de carbono o ya se quedo sin ésta. Para determinar este momento, se utiliza
el método DNS para determinacion de aztcares reductoras, tal y como se describe

en Laboratory manual for Biotechnology [26]:

1. Se agregan 100 (L] de la muestra problema y 100 [uL] del reagente DNS en
un tubo eppendorf de 0.6 [mL]

2. Se calientan el tubo a 100°C' en un termociclador por 5 minutos, para poste-

riormente ser enfriado hasta temperatura ambiente.
3. Medir absorbancia a 570 [nm)]

Las muestras son extraidas de fermentaciones (con y sin control de pH), las
cuales son previamente centrifugadas a 130.000 [RPM] por 5 minutos, conservando
el sobrenadante, para evitar que la biomasa de ésta, interfiera con la medicion de

densidad optica en el método DNS.
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1.6.5. Determinacion velocidad maxima de creci-
miento [i,q.

Segtn la cinética de crecimiento de Monod, la velocidad méxima de crecimiento
(tmae) de un cultivo batch es determinada como la pendiente de la recta tangente
en el punto de inflexién del gréafico, entre la fase exponencial y la fase logaritmica
de crecimiento [27]. Realizando un balance de masa para una fermentaciéon batch y

asumiendo velocidad constante en un intervalo de tiempo ¢, se obtiene que:

r = roet (1.1)

A partir de la ecuacién 1.1, es posible despejar la velocidad de crecimiento p, to-
mando dos muestras consecutivas en fermentaciones (x 'y o) y la diferencia de tiempo
entre ellas como t. Realizando este calculo para cada par de muestras consecutivas
y tomando el maximo, se obtiene el 14,4,

El balance de masa que lleva a la ecuacién 1.1, se encuentra detallado en el Anexo
4.3 y una memoria de calculo para la velocidad de crecimiento p se encuentra en el
Anexo 4.4

1.6.6. Determinacién yield biomasa

Para la determinacion de concentraciéon de azticares en las muestras para calcular
el Yield glucosa/biomasa, se realiza por el mismo método ya mencionado en 1.6.4.
Una vez determinadas las concentraciones de azucares y peso seco en el momento
de alimentacion del cultivo y en el momento en que se inicie la fase estacionaria del

cultivo, se determina el Yield biomasa/glucosa con la Ecuacién 1.2:

— xtvalle - 'xtfeed (12)

Y =+
e (Glu,  — [Glul,

tfeed

valle
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1.6.7. Produccién y medicion de contenido de
acido hialurénico

La produccion de acido hialurénico sera inducida en la fermentacién mediante la
adicion de IPTG a concentracion final 0.04 [mM] [28] y se medira la concentracién
de éste, mediante el método del Cetil Trimetil Amonio Bromuro (CTAB) [29]. El

método del CTAB se resume en los siguientes pasos:

1. Centrifugar las muestras a analizar a 130.000 [RPM]| por 10 [min|. El sobrena-
dante es conservado, se mezcla con 2.5 volimenes de alcohol etilico puro y se

almacena a 4°C' por 1 [h].

2. Las muestras se vuelven a centrifugar a 130.000 [RPM] por 10 [min]. Se con-
serva el pellet, descartando el sobrenadante. El pellet es resuspendido con 5

volimenes de agua desionizada.

3. Se mezcla 1[mL] de muestra con 2[mL] del reagente CTAB, consistente en
2.5[g] de CTAB disueltos en 100 [mL] de una solucion 0.2 [M] de NaCl. Se

deja reaccionar la mezcla por 10 [min].

4. Se mide absorbancia a 400 [nm] y se utiliza dicha absorbancia para determinar

el contenido de dcido hialurdnico utilizando la ecuacién 1.3 [29]

ODyg0 = 0.0083 - [HA] — 0.0114 (1.3)

1.6.8. Determinacion yield acido hialurénico

De manera similar a la determinacién del Yield biomasa/glucosa visto en 1.6.6,
se obtiene el Yield HA /glucosa con la Ecuacién 1.4 :
[HA]

Y u — tyalle B tfeed 14
micoss [Glul,, — |Glul, (14

tfeed

valle
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Capitulo 2

Resultados y discusion

2.1. Curva de calibraciéon peso seco

Los datos obtenidos de la fermentaciéon de prueba (sin control de pH ni alimen-
tacion) se pueden ver en la Tabla 2.1. Se retiraron outliners y se hizo una regresion
lineal que se puede ver representada en la figura 2.1. La ecuacion 2.1 se desprende

de dicha regresion.

ODgyy = 1.8267 - (2.1)

El retiro de los outliners permitié la mejora de R?* ~ 0.65 a R? = 0.814 haciendo
que la regresion sea mas representativa.

Las desviaciones estandar de algunas de las muestras superan el 10 [ %] del pro-
medio. Esto se puede deber a que las muestras tomadas eran tan pequenas (1 [mL],

que podrian haber cabido en el error de la balanza.
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Figura 2.1: Curva de calibracién de Peso Seco

Tabla 2.1: Datos para la elaboracién de curva de calibracion
ODggp para peso seco

O D¢ Peso tubo | Peso total | Diferencia | Peso seco Peso seco Desviacién
muestra [9] [g] lg] [%} promedio [%] estdndar

1.1333 1.13596 0.00266 1.33

1.16 1.1339 1.136 0.0021 1.05 1.33 0.28
1.1092 1.1124 0.0032 1.6
1.1343 1.1391 0.0048 2.4

4.41 1.1402 1.145 0.0048 2.4 2.27 0.23
1.1102 1.1142 0.004 2
1.1099 1.1139 0.004 2

4.63 1.0949 1.1005 0.0056 2.8 2.15 0.59
1.1008 1.1041 0.0033 1.65
1.1148 1.1205 0.0057 2.85

4.82 1.1094 1.1146 0.0052 2.6 2.58 0.28
1.1337 1.1383 0.0046 2.3
1.1086 1.1146 0.006 3

5.08 1.1101 1.1148 0.0047 2.35 2.73 0.34
1.0918 1.0975 0.0057 2.85
1.1204 1.126 0.0056 2.8

5.03 1.1038 1.1086 0.0048 2.4 2.63 0.21
1.1091 1.1145 0.0054 2.7
1.1087 1.1144 0.0057 2.85

4.52 1.1123 1.1185 0.0062 3.1 3.03 0.16
1.1079 1.1142 0.0063 3.15
1.1083 1.1147 0.0064 3.2

5.63 1.124 1.13 0.006 3 3.33 0.42
1.1076 1.1152 0.0076 3.8
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2.2. Curva de calibracién para glucosa

Los datos utilizados para elaborar la curva de calibracion para glucosa por medio
de DNS se pueden encontrar en la Tabla 2.2. A esos datos se les realizé una regre-

sion lineal que se muestra la figura 2.2. La ecuacién 2.1 se extrae de la regresion

mencionada.
ODgyo = 0.0019 - [Glu] + 0.4253 (2.1)
0.700
0.600 }
[
0.500 ——
I = ¥ = 0.0019x + 0.4253

o 0400 | R® = 0.B962
F=
Ty
(i
O 0.300

0.200

0.100

0.0 20.0 40.0 60.0 BO.0 100.0 1200

Concentracion Glucosa [g/L]

Figura 2.2: Curva de calibracién de Glucosa
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2.2. CURVA DE CALIBRACION PARA GLUCOSA

Tabla 2.2: Datos para la elaboraciéon de curva de calibracién

O D57 para glucosa

Concentracién

glucosa {ﬂ

ODB?O

Promedio

Desv. Est

100

0.595

0.605

0.550

0.645

0.599

0.039

50

0.540

0.580

0.550

0.535

0.551

0.020

25

0.500

0.515

0.390

0.510

0.479

0.059

12.5

0.365

0.355

0.430

0.550

0.425

0.090
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2.3. Determinacién velocidad maxima y

consumo de azucares

Se realizaron dos fermentaciones (con y sin control de pH) con el propésito de
determinar fi,,,, y el tiempo de alimentacién adecuado para ambas condiciones. Los
datos obtenidos en la fermentacion sin control de pH se pueden ver en la Tabla 2.3
y la con control de pH, en la Tabla 2.4. La figura 2.3 muestra la evolucion en la

presencia de azucares en el medio de cultivo.

05
045
04
0.35
E 0022 —— 5in pH
8 o Can pH
- y = 0.657 30326 Exponencial (Con pH)

0.15 e R*=0.9843
o ... e e Exponencial {Sin pH)

. T —

Tiempo [h]

Figura 2.3: Contenido de aztcares en ambas fermentaciones

La fermentacion con control de pH duré 4 horas menos que la fermentacion sin
control de pH, debido a que presentaba senales de muerte celular, es decir, subida
bruzca en la ODgyy y una posterior bajada de ésta en menores tiempos, por lo que
se detuvo. Las razones de esta muerte no estan claras, pero se presume que la alta
oscilacion del pH debido a la forma de medicion y control de éste produjo dicha

muerte.

Las velocidades maximas de crecimiento fi,,,, obtenidas fueron de 0.976 [ﬂ para
la fermentacién sin control de pH y de 0.897 {ﬂ, cuyos ejemplos de calculo pueden
encontrarse en el Anexo 4.4. Estos valores contradicen la intuicién de que mantenien-
do el pH cercano a 7.0 en vez de pH maés acido, la velocidad de crecimiento aumenta
[25]. Mencionado anteriormente, esta discrepancia se puede deber a la dificultad para

mantener el pH deseado y la posible sobreoscilacion de su valor.
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Peso seco [g/L]
Morow

Tabla 2.3: Datos de fermentacion sin control de pH para de-
terminacion de fi,q, v tiempo de alimentacion

Tiempo [h] ODgpo | Peso seco |4 ODs79 DNS
1.1 0.269 0.15 0.29
2.0 0.658 0.36 0.25
2.8 1.826 1.00 0.23
4.1 3.432 1.88 0.13
5.1 4.96 2.72 0.14
6.0 5.51 3.02 0.12
7.4 6.3 3.45 0.1
8.5 7.22 3.95 0.1
9.4 7.09 3.88 0.1

Tabla 2.4: Datos de fermentacién con control de pH para de-
terminaciéon de fi,,4, v tiempo de alimentacion

Tiempo [h] ODgoo | Peso seco |4 ODs79 DNS
1.0 0.493 0.27 0.455
2.0 1.052 0.58 0.375
3.3 3.180 1.74 0.210
4.2 4.767 2.61 0.165
5.2 6.010 3.28 0.125

PesoSeco

40 6.0 B0 100 0.0 10

Tiempo [h] Tiempo [h]

Figura 2.4: Peso seco de fermentaciones utilizadas para deter-
minacién de velocidades méximas. Izquierda, sin control de
pH. Derecha, con control de pH
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2.4. Fermentaciones sin induccion de vec-

tor de acido hialurdénico

2.4.1. Fermentaciones sin control de pH

2.4.1.1. Fermentacion sin alimentacién

Esta fermentacién se desarrollé durante 25.75 [h], siendo detenida cuando se da
cuenta del decaimiento en densidad Optica de ODggg = 5.08 a ODgyy = 5.03, por

consiguiente, en el contenido de biomasa.

Tabla 2.5: Datos de fermentacién sin control de pH ni alimen-

tacién
Tiempo [h] ODgpo | Peso seco |4
0.00 0.07 0.038
1.17 0.33 0.181
2.10 0.47 0.257
3.33 1.16 0.635
18.75 4.41 2.414
20.08 4.63 2.535
21.00 4.7 2.573
22.60 4.82 2.639
24.07 5.08 2.781
25.75 5.03 2.754

Esta fermentacién ya supera uno de los objetivos especificos propuestos: Superar
la barrera de 1 {%} peso seco, pero aun sin saber si son las condiciones éptimas para

el crecimiento del microorganismo recombinante.
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15

15

Peso seco [g/L]

0.5

Tiempo [h]

Figura 2.5: Crecimiento sin control de pH ni alimentacion

2.4.1.2. Fermentacion con alimentacion

Esta fermentacion se desarrolld por casi el triple de tiempo que la descrita en
secciéon 2.4.1.1 debido mayormente, a la alimentaciéon administrada y al lento creci-

miento provocado por el no control del pH.

Peso seco [g/L]

0.0 100 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 70.0 80.0
Tiempa [h]

Figura 2.6: Crecimiento sin control de pH, con alimentacion.
Punto anaranjado: Punto de alimentacion

Se separaron 3 muestras (Tabla 2.7), posteriores a la alimentacién, con el fin
de calcular el yield Y = . Usando los datos ¢ = 19[h] y t = 65.5[h], se obtiene
Y,z =0.0108 |2bomasa],

g Glu
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2.4. FERMENTACIONES SIN INDUCCION DE VECTOR DE ACIDO HIALURONICO21

Tabla 2.6: Datos de fermentacién sin control de pH, con ali-

mentacion
Tiempo [h] ODgoo | Peso seco |4
0.0 0.100 0.05
0.9 0.160 0.09
1.1 0.566 0.31
1.9 0.637 0.35
3.0 1.562 0.86
3.9 2.124 1.16
17.0 3.540 1.94
18.0 3.760 2.06
19.0 3.750 2.05
20.5 3.830 2.10
22.7 3.910 2.14
24.8 4.310 2.36
41.0 4.890 2.68
42.8 5.020 2.75
44.8 5.050 2.76
47.8 5.300 2.90
65.5 5.520 3.02
69.1 5.490 3.01

Tabla 2.7: Datos obtenidos del método de DNS para célculo
de Y= sin control de pH y con alimentacion

Tiempo [h] ODs7 | Glucosa | £ Peso seco |4
19 0.60 91.95 2.05
24.8 0.53 55.11 2.36
65.5 0.43 2.47 3.02




2.4.2. Fermentaciones con control de pH

2.4.2.1. Fermentacion sin alimentacion

Esta fermentacion se desarrolld durante 24 horas siendo detenida, al igual que las
demaés fermentaciones, cuando se da cuenta del decaimiento en densidad 6ptica, por

consiguiente, en el contenido de biomasa de la misma.

Tabla 2.8: Datos de fermentacién con control de pH, sin ali-

mentacion
Tiempo [h] O Dgoo Peso seco |7
0.00 0.080 0.044
1.33 0.140 0.077
1.99 0.367 0.201
3.20 1.510 0.827
4.10 2.560 1.401
4.67 3.110 1.703
17.60 9.180 5.025
18.68 9.930 5.436
21.63 10.750 5.885
23.97 10.450 5.721
. 20
10
" 00 5.0 100 150 200 75.0 30.0
Tiempo [h]

Figura 2.7: Crecimiento con control de pH, sin alimentacién
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Como se puede apreciar, esta fermentacion produce mas que la homoéloga sin
control de pH descrita en la seccién 2.4.1.1, lo que sustenta la influencia que tiene el

control del pH de la fermentacién sobre el crecimiento de la misma [25].

2.4.2.2. Fermentacion con alimentacion

Tabla 2.9: Datos de fermentacion con control de pH, con ali-

mentacion
Tiempo [h] ODgoo | Peso seco |
0.00 0.077 0.042
1.23 0.136 0.075
2.03 0.377 0.207
3.17 1.470 0.805
4.08 2.459 1.346
4.67 3.004 1.644
19.38 12.100 6.624
20.93 12.500 6.843
22.12 13.367 7.171
23.58 13.440 7.358
24.95 12.440 6.810

7.00 N

Peso seco [g/fL]
o

0.0 5.0 10.0 150 200 25.0 30.0

Tiempo [h]

Figura 2.8: Crecimiento con control de pH, con alimentacion.
Punto anaranjado: Punto de alimentacion
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Al igual que en la seccion 2.4.1.2; se extrajeron 3 muestras post-alimentacién con
el fin de calcular Y =_. Usando los datos t = 19.4 [h] y 23.6 [h], considerando [Glu] = 0

gbiomasa
g Glu

al encontrado en la seccion 2.4.1.2, lo que se condice con modelos que muestran

en este ultimo, se obtiene Y= = 0.0127 [ } Este yield es levemente superior
crecimentos menores a pH més acido que 7.0 en E. coli [25]. Adicionalmente, se
puede notar el menor tiempo de cultivo de esta fermentacién en comparacién con
la desarrollada en la seccién 2.4.1.2. Esto es debido a que diferencia en peso seco al
momento de la alimentacién, corresponde también a diferencias en la velocidad del
consumo de la glucosa por mantenimiento, haciendo que a mayor peso seco menor

tiempo de cultivo posterior al feed.

Tabla 2.10: Datos de DNS para cdlculo de Y = con control de

pH
Tiempo [h] ODs7 | Glucosa | £ Peso seco | £
194 0.59 90.89 6.624
22.1 0.43 3.53 7.171
23.6 0.42 -0.158 7.358
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2.5. Fermentaciones con induccién de vec-

tor de acido hialurdénico

En ambas fermentaciones, la produccion de acido hialurénico fue inducida me-
diante la adiciéon de IPTG junto con la alimentacién al ¢ = 19 [h]. La concentracién
final de IPTG en la fermentacién es de 0.4 [mM].

2.5.1. Fermentacién sin control de pH

En esta fermentacion, se agregd la alimentaciéon en ¢ = 19[h]. Los datos de
crecimiento de la fermentacién previo a este momento, fueron comparables a las
fermentaciones sin control de pH descritas en la secciéon 2.4.1 y son detallados en el
Anexo 4.5.1.

g biomasa}

En esta fermentaciéon se obtuvieron yields Y = = 0.0219 [
Glu g Glu

= ononn

= B0.00

i 6.00

m - S

®m 70.00 —

8 nonn 5.00 "5

3 60.00 =

"o o

c 50.00 400 5

"E i

%] ~ o

m 3000 3D W

= 3.00 @

=R o

S 50.00

o S

= 2.00

o 20.00

U et
10.00 1.00

15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00

Tiempo [h]

Figura 2.9: Crecimiento con induccién de produccion de HA,
sin control de pH. Naranjo: Peso seco, Verde: Glucosa.
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Tabla 2.11: Datos de fermentacién sin control de pH e induc-
ciéon de produccién de HA

_ Peso ODs7, | Concentracion
Tiempo (2} | ODsoo seco [%w DNS glucosa [%W
18.98 9.39 5.14 0.6 91.95
21.50 8.88 4.86 0.53 55.11
22.66 10.15 5.56 0.5 39.32

41.78 12.97 7.10 0.43 2.47

Los valores OD g del método CTAB para la determinacién de la concentracién
de HA son tan pequenos, que son atribuibles a errores experimentales por lo que no

se considera que hubo una produccion de éste.

2.5.2. Fermentacién con control de pH

En esta fermentacion, se agregd la alimentacién en ¢ = 20[h]. Los datos de
crecimiento de la fermentacion previo a este momento, fueron comparables a las
fermentaciones con control de pH descritas en la seccion 2.4.2 y son detallados en el
Anexo 4.5.2.

En esta fermentacion se obtuvieron yields Y = = 0.0055 [%] El yield de
biomasa es un orden de magnitud menor a los calculados en las secciones 2.4.1.2,
2.4.2.2y 2.5.1, lo cual sugiere que la glucosa se esta utilizando en otra ruta metabdlica

que no sea la de crecimiento, como por ejemplo, en la ruta de produccion de HA.
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Figura 2.10: Crecimiento con inducciéon de produccién de HA,
sin control de pH. Naranjo: Peso seco, Verde: Glucosa.
Tabla 2.12: Datos de fermentacién con control de pH e induc-
ciéon de produccién de HA
_ Peso Concentracion
Tiempo [h] O Degoo g ODs79 g
seco [ﬂ glucosa [ﬂ
20.33 12.41 6.79 0.599 91.42
20.55 12.39 6.78 0.535 57.74
21.77 12.91 7.07 0.505 41.95
22.70 12.41 6.79 0.439 7.21

Al igual que en la seccién anterior, los valores ODyyy del método CTAB para la
determinacion de la concentracion de HA son tan pequenos, que son atribuibles a

errores de medicion del espectrofotometro.
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2.6. Discusiones finales

Viendo la figura 2.12 se hace evidente el efecto del control de pH sobre la fer-
mentacién, mostrando diferencias de hasta 6 [%] en peso seco entre fermentaciones.
Esta diferencia se hace menor cuando se induce la produccién de HA (Figura 2.11),
lo que hace pensar que el control de pH permite la produccion de HA, afectando el
crecimiento. Sin embargo, los valores de O D49 del método CTAB son tan pequenos,
que lleva a pensar de que no hay produccion de acido hialurénico, dando a entender
que lo que detect6 el método sea probablemente, debris o escombros de los procesos

celulares de la fermentacién o simples errores experimentales.

6.00
5.00

—a— Sin pH

Peso seco [g/L]
-
=
=

Con pH

15.00 20.00 25.00 30000
Tiempa [h]

Figura 2.11: Comparativa de crecimiento de peso seco en in-
duccion de produccién de HA

Sin feed Con feed
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Figura 2.12: Comparativa de crecimiento entre distintas con-
diciones de cultivo
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De las limitaciones que se consideraron que podria tener el proyecto, el limite de
15 {%} de peso seco fue la mas evidente, siendo 7.5 [%} la concentracion mas alta.
Este bajo crecimiento con respecto a ese limite se puede deber a muchos factores,
como por ejemplo, falta de fuente de carbono o mayor aireaciéon. De estas razones
dadas, es més probable la falta de fuente de carbono debido a que la alimentacién
fue puntual y tnica, y no continua; la falta de aireacion es descartada debido a que

no se consideré mayormente en este estudio.

Como proyecciones a futuro, se puede estudiar los efectos de una alimentacion
continua de fuente de carbono a distintas concentraciones y distintos tiempos, a
posteriori de hacer un estudio para comprobar la integridad del vector insertado en

E. coli para la produccion de acido hialurénico.
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Capitulo 3
Conclusiones

Se lograron identificar las condiciones de cultivo optimas para el crecimiento
de FEscherichia coli recombinante para la producciéon de acido hialurénico. Dichas
condiciones son control de pH con valor igual a 7.0 y alimentacién con fuente de
carbono y de nitrégeno a t = 19[h]. Estas condiciones lograron alcanzar un peso
seco de 7.36 {%} en aproximadamente 24 horas, superando a las otras fermentaciones
por al menos 1 [%] a mismo tiempo de fermentacion, superando el objetivo inicial
de 1 [%} de peso seco. Sin embargo, no se pudo superar la barrera de 15 {%} de peso

seco que otros estudios similares de produccién de HA tampoco pudieron superar.

Se logra determinar cémo afecta la induccién de produccién de HA al creci-
miento de F. coli mediante la determinacién de rendimientos o yields de produc-
cion de biomasa Y« . Los yields sin induccién a la producciéon de HA son Ve =

u u

0.0108 {%} sin control de pH y Y = = 0.0127 [% con control, mientras

que con induccion a la produccion de HA son Yﬁ = 0.0219 | ¢bicmasa

gGlu

pHy Y = 0.0055 {%} con control. Esto sugiere de que la induccion a la pro-

duccion de HA si afecta al crecimiento pero, por problemas en el estudio molecular

} sin control de

que se desarrolla en paralelo, no se pudo comprobar.
Finalmente, se concluye que los resultados de produccion de acido hialurénico son
tan pequenos, que es seguro concluir que no hubo produccion significativa alguna de

acido hialurodnico.
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Capitulo 4

Anexos

4.1. Esquema Vector utilizado

T7_terminator

BamHI AmpR_promoter

RBS
pET11a-s6AB

8104 bp
HasA
ROP

lacO
T7_promoter
tet (576 - 1190)

lacl

Figura 4.1: Vector pET11a
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4.2. Extracto de manual de operacion fer-

mentador

Operating Manual BIOSTAT® B 4

Equipment and maintenance of the culture vessels

. s i cmnd

43 Equipping and Assembling the Culture Vessels

431 Overview

Q  The intornal equipment of a vassel and the kind and number of components, which should
be Installed In the top-plate, nead be planned carelully. Some ol the accessory pars can
only be mounted, removed or changed, while the top-plate is disassembled. Some parts are {
10 be pushed through the top plate Irom below and tight with a ponding nut |
from above. Other parts will be tighlened by carresponding nuts from below. ‘

O  Pans for assembly while the top-plate is |
removed, are in general: {

adapters for antlfoam and level probe
adapters for the harvest pipe,

the adapter for the inoculation port
any universal fitting (hose connector)
the mounting pocket for the optional
reference thermomater (if necessary)
- tubing connectors for the side-entry
ports of culture vessels B2 and BS

Q  For culture vessels with drive shaft and
stirrers such pans are, for instance:

- batfle insert or extra baffles

- the stirrers for the drive shaft

- a spinfilter for media removal

- a silicone membrane insert for buble
free gas supply

Q  For aidift culture vessels without drive
such parts are, for instance:

- guiding tube for loop system

- electrodes, probes, pipes of special
dimension considering the height of the
airlift vessels

Q  Biind closures must be fitted to any top-
plate port, which is not required for
equiment, For the blind closures of @ = &
mm, this is only possible, while the top-
plate is removed.

Q  After assambly of the lop plale to the glass
vessel only these component parts can be
added, remaved or changed, which are lo-

Fig. 4 - 5: Culture vessel fype B2; internal
seltup:
(1) jacketed glass vessel

" cated from outside:
(2) slirrer shaft
(3) 6-bladed disc impaller - exhaust cooler (or flexible adapter for
(4) baffle insert axhaust cooler
(5) sparger pipe - antifoam and level probe
(6) sparger ring for air Inlet - the harvest pipe
(7) harvest pipe - other component parts for assembly
(8) antifoam probe into clamping adaplers
(9) O-ring seal of top-plate - 2-way inlet 6 Bypass sampler

- 4-way inlel adapler

BAE_B Rev. 2.0 - 0496

Figura 4.2: Equipo y armado del fermentador
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Operating Manunl BIOSTAT* B

4

Equipment and maintenance of the culture vessels

430 1-Channel Inoculation Kit

Similar to the inoculation kit B/MD the 1-channel inoculation kit allows for sterile access to the culture
vessel, when the seed cullure or corrective solutions should be supplied. A spacial advantage is the
use ol larger tubings for an increased flow of medium and the supply of larger volumes. The kit re-
qQuires a top-plate port of © 19 mm equipped with a septum port kit B10.

Part, accessornes

_Cat.-no.

1-channal inoculation kit 884061/0

__Specifications Notes

for septum port B10

incl. sterile sleeve

1-channel inocula-
tion adapler

B300940100104

hollow needle @ 6 x 0,5 mm
ol slainless steel 1.4435

O-ring

15,6 x 1,78, (EPDM)

39120830
39971155

silicona tubing

delivery set ol 2 m

ﬁ_—@

®

Fig. 4 - 12: 1-channe! inoculation kit

0 4 x 7, silicone rubber

Preparing of the 1-channel inoculation kit

1.

Check and clean a previously used 1-
channel inoculation kit. No residues of
medium should glue inside the needle (3)
and internal pipe. Check the O-ring and
clean or replace, il necessary.

The sterile sleeve is filled with glass silk
(7) which can get moistened and dirty by
time. This can hinder proper deareation
during starilization. Therefore you should
check the filing regularly. Unscrew the
screw cap (6) and check and replace the
plass silk, if required.

Attach the silicone tubing for medium
transfer to the hose connector (4). Cut as
long as required and connect to the cor-
rective solution bottle or the container for
tha seed culture.

Screw on the sterile sleeve. Il will keep the
needle (3) of the inoculation kit sterile, until
it is connected to the septum port for sup-
ply of the seed culture or of the corrective
solution.

Prepare the cormective solution bottle or
the container for the seed culture and
sterilize together with the 1-channel inocu-
lation kit and the tubing.

For connection of the 1-channel inocula-

tion kit to the septum pon see the con-

nection information below.

BAE_B Rev. 2.0 - 0406

Figura 4.3: Protocolo de inoculacién del fermentador
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4

the culture vessels

Operating Manual BIOSTAT' B

Equipment and maintenance of

455 Manual Sampling Kit

The manual sampler, cal.-no B84 462/3, can be used for discontinuous removal of samples at a larger

volume. It consists of the following parts, see fig. of the selup:
Sampling tube (pos. 2),

Clamping device for assembly to one of the stands of the culture vessel
Syringe for sample removal with sterile filter assembly (pos. 4)

Silicone tubing 2 x 4 mm lor connection of the syringe and 4 x
harvesting pipe in the culture vessel and the sample outlet,

Hose clamp

7 mm for connection to the

U ooUOoagog

The sampling tube has a screw cap with three hose connectors. One is used for connection to the
sampiing tube of the culture vessel (pos. 1), one for outlet of the sample to extemal receptacle (pos. 5)
and one for the syringe (pos. 3). The sterile filter assembly of the syringe prevents insterile air to enter
and contaminale the device.

Assembling the manual sampling kit

1. Unscrew the cap of the sampling tube.
Attach a short piece of silicone tubing
@4x7io the rising pipe, it should be
reach down to the bottom of the tube.
Screw cap onto the tube again.

2. Attach a piece of silicone tubing @4 x 7 to
the outside hose connector of the nsing
pipe. This tubing is used to transfer a
sample into an external receptacie (via
outlet tubing, 5).

3. Attach annother piece of silicone tubing
@ 4 x 7 to hose connector (1) and connect
to the sampling pipe of the culture vessel.
This tubing is used for transler of the
sample from the harvest pipe into the
sampling tube

4, Mount sterile filter to the syringe and con-
nect 1o the third hose connector of the
sampling tube via a short piece of silicone
tubing @ 2 x 4, see pos. (3).

5. Atach the clamping device to one of the
stand rods of the culture vessel so that the
manual sampler can easily be handled. In-
sert the sampling tube and the syringe into
the clamping device,

6. Clamp-cHf the silicone tubing between the
rising pipe of the culture vessel and the
sampling tube prior to autoclaving.

. 7.  Autoclave the complete assembly together
Fig. 4 - 36: Manual Sampler with the culture vessel.

BAE_B Rev. 2.0 - 0496 4-41

B S

Figura 4.4: Equipo de toma de muestras y su armado
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1.

tl,

Prior to taking & sample push down the plunger of the syringe. The outlet tubing (5) should
be open at this ime.

Remove the hose clamp from the tubing connected to the culture vessel (1) and clamp-off
the outiet tubing (3) now.

Draw the plunger of the syringe (4). The sample is sucket through the sampling pipe and the
tubing (1) into the sampling tube. Transfer the required sample volume. Then push the plun-
ger back a littie until the tubing connection to the culture vessel is empty. This avoids that
residues of the sample are kept in the tubing until the next sample is taken.

Losen the hose clamp from the outiet tubing and clamp-off again the transfer tubing from the

culture vessel (1).
Lead the outiet tubing (5) into a receptacle (flask, beaker, etc.). To transter the sample
slowly push the plunger of the syringe. The sample is driven through the rising pipe of the

sampie tube and the outlet tubing into the receptacle.

It is recommended to completely empty the sample tube as shown in step 5. Sample resi-
dues in the tube may contaminate the next sample and change its characteristics.

Between two samples dip the open end of the hose into a disinfectant in order to avoid
contamination of the culture broth.

Figura 4.5: Protocolo de toma de muestras
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4.3. Balance de masa para un fermenta-
dor batch

Un balance de masa para un fermentador genérico se tiene lo siguiente:

d(z-V)
dt

Al ser tener un fermentador batch, no se tiene entrada ni salida de células ademaés

Fe.—F-oc+p-zxz-V—-az V= (4.1)

de ser un volumen constante, es decir, V' = constante y F' = 0. Adicionalmente, se
toma el supuesto de que la muerte celular es despreciable, lo que se traduce en a = 0.

Aplicando lo anteriormente descrito, se obtiene:

d(z-V) av dx

xV=——~="=0—+V— 4.2
ot @ Ta T a (4.2)
Tomando en cuenta que V' es constante, por lo que % =0:
d(z-V) dx
V=" Ly 4.3
ot dt dt (4:3)

Teniendo i constante, la ecuacion anterior es integrable, considerando concentra-

cién inicial de biomasa en t = 0 es xy. Integrando se obtiene:

T = xoe" (4.4)
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4.4. Ejemplo de calculo velocidades de cre-

cimiento u

Para el calculo de las velocidades de crecimiento p, se despejo esta variable en la

ecuacion 4.4, obteniendo:

1, =z
=—Iln— 4.1
p=gino (4.1)
A modo de ejemplo, se calcula la velocidad de crecimiento entre las muestras a
tiempo t = 1.1[h] y t = 2.0 [h] de la Tabla 2.3. De estos datos se toma zo = 0.15 {%}

y z =0.36 [%} con t = 2.0 — 1.1 [h] = 0.9 [h]. Reemplazando:

1 0364
S IO RYEIFY

=0.976 [A] (4.2)
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4.5. Datos de crecimiento de fermenta-

cion con induccion de produccién de
HA

4.5.1. Fermentacion sin control de pH

Peso seco [g/fL]
o

0.00 5.00 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
Tiempo [h]

Figura 4.6: Crecimiento de fermentacion con induccién de pro-
duccién de HA sin control de pH

Tabla 4.1: Datos completos de fermentacion con control de pH
e induccién de produccion de HA

Tiempo | OD600 | Peso seco [g/L]
0.00 0.0725 0.04
1.87 0.57 0.31
2.83 0.57 0.31
17.90 8.92 4.88
18.98 9.39 5.14
21.50 8.88 4.86
22.66 10.15 5.56
41.78 12.97 7.10
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4.5.2. Fermentaciéon con control de pH

B.00
7.00

600

o
o
=1

i
o
=1

Peso seco [gfL}

0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00
Tiempao [h]

Figura 4.7: Crecimiento de fermentacion con inducciéon de pro-
duccién de HA con control de pH

Tabla 4.2: Datos de completos de fermentacién con control de
pH e induccién de produccion de HA

Tiempo | OD600 | Peso seco [g/L]
0.00 0.096 0.05
1.00 0.419 0.23
2.00 1.604 0.88
2.92 2.9 1.59
18.23 11.07 6.06
19.23 11.6 6.35
20.33 12.41 6.79
21.38 12.39 6.78
22.60 12.91 7.07
23.53 12.41 6.79
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